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Etude de I'hydrodynamique au sein d’un bioréacteur a cuve agitée utilisé pour
la culture de cellules animales adhérentes sur micr ~ oporteurs :

Caractérisation expérimentale et théorique des écou  lements via des outils
eulériens et lagrangiens

Thése présentée par Marie-Laure Collignon en vukotiéention du grade de
docteur en sciences de I'ingénieur de I'Universigéliege

Cette these a été financée par le FNRS (Fonds mdditde Recherche Scientifique belgé& un
mandat d’aspirant (1.1.2002.10.F, 78014). Elleéaréalisée au Laboratoire de Génie Chimique
de I'Université de Liége sous la supervision dexfddseurs Dominique Toye et Michel Crine. La
thématique de recherche s’inscrit dans le cadreedaollaboration scientifique entretenue depuis
de nombreuses années entre le Laboratoire de @hiimique et la société pharmaceutique
GlaxoSmithKline Biologicals. Elle concerne la cu# de cellules animales adhérentes sur
microporteurs en bioréacteur de type cuve agit€e. type de procédeé est, en effet, largement
utilisé dans I'industrie pharmaceutique pour proeldies composés protéinés tels que des vaccins,
des glycoprotéines et des anticorps monoclonawe choix du design et des conditions
d’agitation de ce type de bioréacteur est compleae il doit répondre a deux objectifs
antagonistes : maximiser le mélange du milieu déuie tout en minimisant les contraintes
mécaniques qui peuvent agir sur les cellules amspates dernieres étant réputées comme
particulierement sensibles a ces contraintes IGlgs sont fixées a la surface de microporteurs.
Pour aider a réaliser ce choix, nous avons dévéldaps cette these une méthodologie qui tente
de décrire l'influence des conditions d’agitatiam Benvironnement hydrodynamique local pergu
par un €lément de fluide en mouvemeiat une description combinée eulérienne et lagrangienn
de I'écoulement turbulent au sein du bioréacteur.

Le Chapitre | a pour but de présenter I'état det lrelatif & la culture de cellules animales
adhérentes dans des bioréacteurs a cuve agitée,qai@ d’introduire I'essentiel des notions
théoriques qui seront utilisées dans la suite dedse. Il est divisé en quatre parties. La peeeni
partie présente les spécificités de la culture elules animales de mammiferes et les défis
technologiques associés. La deuxieme partie inisocen se basant sur diverses études
antérieures, le probleme central de cette thésetrdisiéme partie présente I'approche adoptée
dans cette thése pour répondre au probleme posérigihalité de I'approche adoptée est
également mise en évidence. Dans la quatriemie plat hypotheses nécessaires a ce travail sont
présentées et validées sur base de résultatalissiiees études publiées dans la littérature.

Le Chapitre Il a pour but de sélectionner deux mesbaxiaux auxquels sera appliquée la
méthodologie développée dans cette these. Pdairege sept mobiles axiaux sont comparés sur
base des contraintes mécaniques qu’ils générdmhées a partir de la mesure de la puissance
globale dissipée, lorsqu’ils tournent respectiveim&nleur vitesse minimale de maintien des
microporteurs en suspension complte Cette comparaison permet de sélectionner lesl@sob
TTP 125 (d/T=0.4, Mixel) et EE 150 (d/T=0.5, Apmik).




Résumé

Le Chapitre lll est consacre a I'étude eulérienéaitiée de I'écoulement turbulent généré par les
deux mobiles sélectionnés au chapitre précédent. b&e de mesures 3D P.L.V., les champs
moyens de vitesse dans cing plans axiaux sonti®ttbhnalysés. Ce méme exercice est réalisé
pour les grandeurs caractéristiques de la compasaiitulente de I'écoulement que sont I'énergie
cinétique turbulente et son taux de dissipatiorfacé& a ces données, la répartition spatiale des
contraintes mécaniques au sein de I'écoulementiembest établie ; ce qui permet d’identifier au
sein de la cuve des zones labélisées comme pdiemeat problématiques pour le
développement des cellules cultivées sur les migteprs.

Dans le Chapitre 1V, I'impact de gradients de coicdion présents au sein de la cuve, suite a
une injection de soude par exemple, est évalués Da but, le mélange au sein du bioréacteur a
été etudié de maniére globale par la mesure destelapmélange et de maniere locale par la
mesure de |'évolution avec le temps de champs deerdration par la technique P.L.LF. Ces
mesures ont montré que le temps d’ « existences»gdidients de concentration est nettement
inférieur aux temps caractéristiques relatifs a muaification du métabolisme cellulaire. Il en
résulte que, dans la suite du travail, les charepsodcentration seront supposés comme constants
et uniformes au sein de la cuve agitée. Les hgé@tés ponctuellement présentes apres I'ajout
de soude ne seront donc pas prises en compte daweardctérisation Euler-Lagrange de
I'écoulement.

La premiere partie du Chapitre V présente le ppa@t les outils de modélisation nécessaires a la
mise au point et au fonctionnement du dispositiftrdgectographie optique congu et développé
dans le cadre de cette these. Cette installatom A fait originale et unique, permet de suiere |
trajectoire d’'une particule au sein de la cuveémgjiendant des temps trés longs et permet donc
d’accéder a I'étude lagrangienne de I'’écouleméatseconde partie du chapitre est consacrée a la
caractérisation des trajectoires mesurées. L'admbilité de présence de la particule dans tout
volume élémentaire de la cuve agitée a pu étreircvéd. La validité et la convergence des
résultats obtenus par trajectographie ont pu &riiées par comparaison des champs de vitesse
calculés a partir des trajectoires avec ceux meqae3D P.1.V.

Au Chapitre VI, les données eulériennes sont coédsinaux données lagrangiennes afin de
caractériser le lien entre la succession d’envieaments hydrodynamiques percus par des cellules
fixées sur des microporteurs et les conditions ithign du bioréacteur. Cette caractérisation
repose principalement sur lI'analyse de la distiiloutie temps de sé€jour de la particule dans la
zone labélisée comme problématique pour le déveloept cellulairddTS,ne, de la distribution

de temps de séjour de la particule dans la zonepnoblématiqueDTS,ors zone @INSI que sur
'analyse des distributions de temps mis par ldi@de pour réaliser un cycle « visite de zone
problématique-visite de zone non problématiqu2Tye La taille des zones problématiques et
non problématiques dépend de la valeur choisie fgotritérely/d,, du type de mobile, ainsi que
de sa vitesse de rotation. L'impact de ces trasdeurs sur les distributions de temps a donc été
analysé.

Cette these se cl6ture bien naturellement par apittk de conclusion résumant les informations
acquises et proposant diverses perspectives.
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Résumé

Le présent travail de these s’appuie sur les obtiens suivantes : les cellules animales de
mammiféres sont cultivées en bioréacteurs pardeigtes pharmaceutiques pour produire des
composeés protéinés. Ce marché est en explosiansdigs années 1980 mais il continue a
subir une forte pression suite a une demande ss®e ccroissante. De plus, la culture a
'échelle industrielle de cellules animales repnéseun vrai défi technologique ou de
nombreux verrous ont été ou doivent encore étréslexCes verrous sont de diverses natures.
lls peuvent se situer au niveau du design du bibeéa, au niveau de la composition du
milieu de culture ou encore au niveau des caratigues mémes des cellules.

Ce chapitre introductif a pour but de présenteat'ée l'art relatif a la culture de cellules
animales adhérentes dans des bioréacteurs a cii@e, ajnsi que d’introduire I'essentiel des
notions théoriques qui seront utilisées dans ke sié la these. Il est divisé en cing parties.

La premiére partie a pour objectif de présenterdgécificités de la culture de cellules
animales de mammiféres et les défis technologigassciés.

La seconde partie introduit, en se basant sur rekgeétudes antérieures, le probléme central
de cette these : il s’agit de la difficulté de défile design et les conditions opératoires d’un
bioréacteur a cuve agitée adapté a la culture dwiles animales adhérentes sur
microporteurs. En effet, il faut meélanger le miliee culture pour en homogénéiser la
composition, pour favoriser le transfert de matieees les cellules et pour maintenir les
microporteurs en suspension. Cependant, les eegllahimales sont tres sensibles aux
contraintes mécaniques générées par I'écoulemednilémt de la phase liquide. Le choix du
design du bioréacteur et de ses conditions opéeatdpit donc résulter d'un compromis entre
le besoin de mélange et la nécessité de limitecdagraintes mécaniques. Ce choix n’est pas
aisé.

La troisieme partie présente I'approche adoptée datte these pour répondre au probleme
posé. Il s’agit du développement d’'une méthod@ogui caractérise I'environnement
hydrodynamique et qui aide ainsi a sélectionneatdegign et les conditions opératoires d’'un
bioréacteur répondant aux besoins de cellules desntaltivées sur microporteurs. L’accent
est porté sur I'influence des conditions d’agitatgur I'environnement hydrodynamique local
percu par un élément de fluide en mouvement. Beuaire, une description eulérienne de
'écoulement, obtenue par des mesures de stérdb;Pdst couplée a une description
lagrangienne, obtenue par des mesures de trajaptugr Dans cette troisieme partie,
I'originalité de I'approche proposée est mise eénce.

La quatrieme partie présentent les hypothéses paides ce travail de thése et les valident
sur base de résultats issus d’autres études psiblaes |a littérature.

Enfin, la cinquieme et derniere partie de ce chapittroductif renseigne sur le contenu et la
structure de chacun des sept chapitres de cette.the
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1  Spécificités de la culture de cellules animales

Sur un siecle, la recherche sur la culture de lesllanimalesn vitro s’est développée de
maniere frénétique pour aboutir, de nos jours, a dpplications industrielles variées
représentant un marché d’environ 100 milliards aléads, soit un sixieme du chiffre d’affaire
de l'industrie pharmaceutique (Walsh, 2010). Csé#tetion va brievement décrire comment et
grace a quoi ce marché s’est développé, tout estans sur les spécificités de la culture de
cellules animales.

D’aprés Kretzmer (2002), les premiéres tentativescdlturein vitro de cellules animales
remontrent aux années 1900. Un des événements@feaest le succes de Ross Harrison en
1907 qui parvient, pour la premiere fois, a cultides cellules de nerfa vitro pendant 30
jours, démontrant ainsi que ces cellules consenleuts fonctions (Harrison, 1907).
D’énormes progres sur les techniques de stériisafurent nécessaires pour permettre
d’autres avancées. Les travaux de Maintland enfiéaid (1928) et Enderst al. (1949),
entre autres, démontrerent la possibilité de prepag virus a travers des cellules animales
afin de les employer pour la production de vaccios premiéere application a usage industriel
des cellules animales était ainsi née.

Le développement de trois axes de recherches faisaaire pour permettre I'élaboration des

applications industrielles actuelles. Ces axesdbarches sont :

» L’élaboration d’'un milieu de culture adapté auxulek animales ;

« L’amélioration de leur performance et la diversifion de leurs applications par des
manipulations génétiques ;

» L’élaboration de bioréacteurs adaptés a leurs t@rstques.

Les cellules animales requierent des milieux déucellde composition complexe et pouvant
varier d’'une lignée cellulaire a I'autre. Marc dh@s (2010) font une excellente revue sur les
avancées technologiques a ce sujet. Les premidisurmi de culture étaient des fluides
biologiques qui furent trés rapidement remplacés des milieux dont la formulation est
mieux contrblée et composée uniquement de ce quitestement nécessaire aux cellules.
Ces milieux sont composés d’'un milieu de base etedem de veau foetal. Le milieu de base,
commercialisé sous divers noms tels que DMEM, RB&4O, HAM'S F12, contient une
composition définie de glucides, acides aminéss, satamines, hormones et facteurs de
croissance. Le sérum de veau fcetal apporte degimest nécessaires au développement
cellulaire telles que des facteurs de croissanes, ibrmones et des facteurs d’adhérence.
Cependant, ce sérum présente des variabilités thuna l'autre et des risques de
contamination par les virus animaux. Deés lors detorités régulatrices telles que la « Food
and Drug Administration » imposerent assez rapicrhigtilisation de milieux de culture
sans sérum pour les nouvelles applications. Palliepl’absence dans le milieu de base des
molécules apportées par le sérum, trois strat@giesté développées successivement dans le
temps. Dans les années 80, le milieu de basetadaord été enrichi par des protéines
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d’'origine animale. Le risque de contamination awrétpas écarté, cette solution a été
remplacée dans les années 90 par des protéineabieemtes produites par la fermentation
bactérienne ou présentes dans des hydrolats, telsapux de levures. Plus récemment, des
milieux sans protéines, mais contenant des hydrqiabtéiques, ont été développés pour
faciliter les étapes de purification du produit ndérét de la culture; ce produit étant
généralement une protéine. Des milieux chimiquerdéfinis sont également apparus sur le
marché. Ces milieux dont la composition est conanec précision semblent prometteurs
pour la réalisation de recherches fondamentaletaguinysiologie cellulaire. Leur utilisation

a I'échelle industrielle semble par contre pludiciie en raison de la variabilité des besoins
cellulaires d’'une lignée a l'autre.

Les avancées les plus spectaculaires ont étéééslau niveau des manipulations génétiques
sur les cellules pour améliorer leurs performaneegliversifier leurs applications. Les
premiéres cultures cellulaires étaient réaliséparéir de « cellules primaires » faisant partie
initialement d’'un méme tissu de mammiferes et Bol@s unes des autnda une procédure
adéquate. Ces cellules sont, par exemple, dadeselpithéliales recouvrant des organes ou
des vaisseaux sanguins, des cellules musculaires@re des lymphocytes. L'inconvénient
majeur de ces cellules primaires est leur capdicitiéée de réplication (50 a 100 fois en
moyenne) et le risque majeur de contaminationderka procédure de séparation des tissus en
cellules. Pour pallier cette limitation, des «wels permanentes » a la capacité de
reproduction en théorie infinie ont été élaboréespaatir de cellules primaires par
transformation génétiguéa une substance mutagene, un virus ou une substacogeéene.

A c6té des cellules permanentes, un deuxieme tgmellles a été mis au point. Il s’agit des
« cellules hybrides » obtenues par la fusion dkilesl de lymphocytes avec des cellules de
myélome, ces dernieres étant des cellules can&&eigsla moelle osseuse. La mise au point
des cellules permanentes et des cellules hybridgseranis de diversifier le champ
d’application des cultures de cellules animalese s jours, les cellules animales sont
toujours cultivées pour produire des vaccins teks lg vaccin de la polio, de I'hépatite B, de
la rougeole, des oreillons, de la grippe, du papiflvirus, ... Les modifications génétiques
des cellules permanentes permettent égalemenbdaigtion de certaines glycoprotéines dont
la structure est trop complexe que pour étre ptedpar voie chimique ou par voie
bactérienne (Jenkins, 2007). Citons les cytokilesshormones de croissance, les facteurs de
coagulation, les enzymes recombinantes... Enfingd#ales hybrides sécrétent des anticorps
monoclonaux. Ces anticorps sont utilisés commdsode diagnostics pour détecter la
présence de maladies et, plus récemment, commie thérapeutiques dans les domaines de
la transplantation, du cancer, de la scléroseaug! ... (Eilbet al, 2009 ; Pértner, 2009).

Les cellules animales ont des caractéristiquesresoqui les différentient grandement des
bactéries. Leur culture nécessite donc la conmepte bioréacteurs adaptés a leurs besoins
spécifigues. Premierement, contrairement aux bastdes cellules animales n’ont pas une
paroi rigide mais une fine membrane composée deipes, de lipides et de glucides, ce qui
les rend plus sensibles aux contraintes mécanigéegrées au sein du bioréacteur.
Deuxiemement, leur vitesse de croissance est &ibtef Leur temps de doublement est
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compris entre 20 et 50 h, ce qui est a compare@ua des bactéries compris entre 1 et 2 h.
Leur consommation en oxygene est des lors faibkeniveau d’'aération des bioréacteurs de
culture de cellules animales est généralementatdré de 0.05 vvm (volume par volume et
par minute), ce qui est 10 a 20 fois plus petit gakii employé en culture bactérienne.
Troisiemement, la concentration cellulaire et lmaantration en protéines sécrétées restent
modérées en fin de culture. Elles sont respectwerde I'ordre de focellules m* et 5 g

LY. Enfin, toutes les lignées cellulaires primaietsun nombre important de lignées
cellulaires permanentes présentent un caractéemhélance, c'est-a-dire qu’elles doivent
adhérer a la surface d'un solide pour se dévelogpse reproduire. En I'absence de solide
autre que la paroi du bioréacteur, les cellulegrégent entre elles ce qui peut poser des
problémes de transfert de matiere. Aux échelléstepiet industrielle, les cellules sont
généralement fixées sur des billes sphériques ol@m\250 um composées d’'une matrice
polymérique de dextran chargée positivement aveaensité de I'ordre de 1030 kgEmCes
billes sont commercialisées sous le nom de Cytodkxt Cytodex3”, et sont appelées plus
généralement dans la littérature des « micropaste{Portner, 2009).

Au vu de ces nombreuses dissemblances, il pandie€dvque les bioréacteurs pour la culture
de bactéries ne sont pas adaptés a la culture lideseanimales et que de nouveaux
bioréacteurs doivent donc étre congus et dévelophss bioréacteur adapté a la culture de
cellules animales doit permettre un bon transfertrétiere. Ceci se traduit par un mélange
homogene et par une bonne aération du milieu deireul Cependant, vu la fragilité des
cellules, il faut veiller a ce que I'agitation dulieu de culture n’engendre pas des contraintes
mécaniques trop importantes a la surface des meedeellulaires car cela entrainerait un
ralentissement du métabolisme cellulaire voirg/$éz Ide la cellule. Dans le cas de cultures de
cellules adhérentes, il faut assurer une surfatidessuffisante. Une solution technique
largement employée est I'utilisation de microporseuCependant, ces microporteurs doivent
étre maintenus en suspension compléte afin de neetinta surface disponible pour le
développement cellulaire. D’un point de vue teghsej il est également important de
maintenir la stérilité du milieu de culture, d’avan suivi aisé du procédda diverses sondes
(pH, O dissous...). Enfin, la rentabilité des procédépmbeluction implique le plus souvent
une augmentation de la taille des installationsi, dpit étre réalisée sans nuire a la
productivité.

Divers types de bioréacteurs ont été développéssaeit utilisés dans lindustrie
pharmaceutique, chacun répondant plus ou moins duie critéres cités ci-dessus. Eibl et
Eibl (2009) catégorisent ces bioréacteurs en ciogmes sur base du mode de transmission
de I'énergie au milieu de culture. Chaque typebeéacteurs a un domaine d’application
bien spécifique. Cette classification est repaise Figure I-1 ci-dessous.

La premiére catégorie de bioréacteurs regroupe bieséacteurs statiques. Ce sont
typiguement les boites de Pétri, les T-flasques,dispositifs multi-plateaux.... lls sont
composés d'un réservoir de quelques mL contenantlieu de culture auquel aucune énergie
mécanique n’est fournie. Ces bioréacteurs permtettkatteindre des concentrations
cellulaires élevées (1&ellules mLY) et sont utilisés lors d’expériences de screewingle
productions pour des essais cliniques.
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La seconde catégorie de bioréacteurs regroupadesabteurs mécaniquement agités par un
dispositif externe. lls sont composés d’'une podisposée sur une plateforme vibrante ou
rotative qui fournit ainsi de I'énergie mécaniquenailieu de culture. lls sont utilisés pour la
production d’agents bioactifs a petite échelles pkuvent aussi étre utilisés pour cultiver des
cellules qui serviront d'inoculum pour des prodact dans des bioréacteurs a plus grande
échelle.

La troisieme catégorie de bioréacteurs regroupbitagacteurs agités meécaniquement par un
dispositif interne. Ils sont composés d’'une cugretenant le milieu de culture. Un axe sur
lequel sont fixés des mobiles d’agitation tourne lsirméme grace a un moteur et fournit
ainsi de I'énergie mécanique au milieu de cultuCes bioréacteurs a cuve agitée sont les plus
largement employés par I'industrie pharmaceutiqlie.sont utilisés a I'échelle de quelques
centaines de mL pour des expériences de screamng’'a des productions industrielles de
plusieurs ms.

Classification des bioréacteurs utilisés en cultlgeellules animales sy
base du mode de transmission de I'énergie au nudkeculture

=

Dispositifs Dispositifs dynamiques
statiques
Agitation Agitation Systeme Systeme
— Boite de pétri . méga}nlque mécamq_ue par | hydraulique || pneumatiqu
dispositif extern dispositif intern
b — _ L Lit fixe | Colonnes
— Systeme Shake flask — Mobiles sur un A bulles
Multi-plateaux axe rotatif
— Roller bottle
— T-flasque it
Poche sur table
= vibrante ou rotativ -
— Lit fluidisé -

L Sac de culture L Mobiles sur axe
i vibrant ou oscillant

Figure I-1 : Classification des bioréacteurs utis en culture de cellules animales sur base du mdee
transmission de I'énergie mécanique au milieu ddtcue (Eibl et Eibl, 2009).

La quatrieme catégorie de bioréacteurs regroupbiteéacteurs ou I'énergie mécanique est
fournie au milieu de culture par lintermédiaireude pompe de recirculation. Ces
bioréacteurs sont composés d'une enceinte contdeamilieu de culture. Le milieu de

culture est aspiré par une pompe et rejeté danedipete créant ainsi une circulation. Deux
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types de bioréacteurs appartiennent a cette cadégtes bioréacteurs a lit fixe et les
bioréacteurs a lit fluidisé. Les bioréacteurs tafike sont composés d'un compartiment
contenant un matériau macroporeux dans les porggetise développent les cellules. Le
milieu de culture perfuse de haut en bas a trasersompartiment grace a la circulation
générée par la pompe. Ce type de bioréacteurmesbavantage de générer un écoulement
peu cisaillant pour les cellules. Néanmoins, ilffe de limitations de transfert de matiere et
de difficultés a suivre I'évolution du procédé eyurs de culture au niveau du compartiment.
Il est utilisé jusqu’a une échelle de 100 L pous dpplications ou le produit d’'intérét est une
protéine sécrétée par les cellules. Contrairermextbioréacteurs a lit fixe, le liquide circule
de bas en haut dans les bioréacteurs a lit fluigisémettant ainsi de mettre en suspension des
microporteurs a la surface desquels les celluled Brées. Ces bioréacteurs permettent
d’atteindre une concentration cellulaire importantés sont utilisés dans des applications
variées (vaccins, anticorps, protéines recombisarde I'échelle du laboratoire jusqu’a une
échelle de I'ordre de 100 L.

La cinquieme et derniére catégorie regroupe leséaateurs ou I'énergie mécanique est
fournie au milieu de culture par la détente d’'um.gh s’agit principalement de bioréacteurs a
colonne a bulles composés d’'une colonne cylindrjzugvant atteindre plusieurs m de haut et
contenant le milieu de culture. Des bulles d’'aintsdistribuées au pied de la colonne et
montent le long de celle-ci tout en grossissantes Gioréacteurs pourraient étre utilisés a
I’échelle industrielle car ils présentent I'avargatjun faible codt vu leur design simple, sans
piece mécanique mobile. Cependant, la rupturebdiss a la surface du liquide génere des
contraintes de cisaillement tres élevées qui pant&ndommager les cellules. Ce probleme
explique leur faible utilisation actuelle dans dlirstrie pharmaceutique.

En synthése, cette section introductive a souligséspécificités de la culture de cellules
animales. Elle a montré que la culture de cella@esnales correspond & un marché en
explosion aux applications diversifiées (vaccingotgines recombinantes, anticorps
monoclonaux). Cette diversification a été possiiplédce a une recherche intense sur les
cellules et leur milieu de culture. Elle a égalatmais en évidence que les cellules animales
présentent des caractéristiques tres distinctebatzéries et nécessitent donc des bioréacteurs
spécifiques.

2 Définition du probléme

Dans la section précédente, il a été clairementanigvidence que la culture de cellules
animales nécessite le développement de bioréactelaystés aux besoins cellulaires. Une
variété de bioréacteurs existe mais les plus erépldans l'industrie pharmaceutique sont les
bioréacteurs a cuve agitée. Dans cette sectiarg adons montrer, a travers diverses études,
a quel point les performances d’une culture dautadlanimales en cuve agitée dépendent des
conditions physico-chimiques et hydrodynamiquesalex au sein du bioréacteur. Nous
allons également montrer que ces conditions somtifin du design du bioréacteur et de son
mode opératoire. Cet ensemble nous permettraskr fwprobleme central de cette thése : la
définition du design et des conditions opératoites1 bioréacteur a cuve agitée au sein
duquel I'écoulement généré est caractérisé par am ttansfert de matiére et de faibles
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contraintes mécaniques. Nous verrons que les twonsliopératoires permettant d’optimiser
ces deux caractéristiques ne sont pas nécessatremmgaires et qu’'un compromis doit donc
étre trouvé. Ce probleme est d’autant plus citigians le cas de la culture de cellules
animales adhérentes sur microporteurs car, d’'umg panergie mécanique a fournir au
milieu pour obtenir une homogénéité suffisantepdss importante en raison de la nécessité
de maintenir les microporteurs en suspension cample d’autre part, les cellules adhérentes
sont réputées plus sensibles vis-a-vis des cotggimécaniques que leurs homologues non
adhérentes. Des lors, cette these se concentelasi@ement sur le cas spécifique de la
culture de cellules adhérentes sur microporteursuge agitée vu la complexité du probléme
et sa fréquente occurrence dans de nombreusesatfupls pharmaceutiques.

2.1 Description de la structure de I'’écoulement tur bulent au sein
d’'une cuve agitée

Avant d'étre en mesure dinterpréter les résultd¢s études montrant le lien entre les
performances des cultures de cellules animalesetcbnditions physico-chimiques et
hydrodynamiques, il est nécessaire de décrirerlectste de I'écoulement dans une cuve
agitée.

Un bioréacteur a cuve agitée (Figure I-2) est gdagrent constitué d’'une cuve cylindrique
avec un fond plat, un fond bombé ou un fond héndisgbe. Un axe vertical sur lequel sont
fixés un ou plusieurs mobiles tournant sur eux-nggréce a lI'entrainement d’'un moteur est
disposé au centre de la cuve. Les parois de la samt garnies de deux a quatre chicanes
verticales, aussi appelées contre-pales. Graeeratation, le ou les mobiles exercent une
action de pompage sur le milieu.

Aux vitesses de rotation utilisées en culture tailla, I'écoulement de la phase liquide est dit
turbulent. |l s’agit en fait d'un type d’écoulentesu les forces inertielles prédominent par
rapport aux forces visqueuses. Ces deux termesviahnent dans les équations de Navier-
Stokes qui régissent les écoulements de tout kquiBans un écoulement turbulent, vu la
prépondérance des forces inertielles, la moinditéepperturbation est amplifiée en une
myriade de perturbations. Le nombre de Reynoltlaresombre adimensionnel qui quantifie
la prépondérance des forces inertielles par raporforces visqueuses. |l s’exprime par :
DU.U‘ U2/L _UL

Re= 5 =
vU /L v

0

‘VAG -

Dimensionnellement, il peut donc étre estimé paralgport entre le produit d’'une vitesse
caractéristiquel et d’'une longueur caractéristique de I'’écoulementd’une part, et la
viscosité cinématiquerv du fluide, d’autre part. Dans une cuve agitée,vigesse
caractéristique choisie est la vitesse en boutadke, proportionnelle au produit d, ou N est

la vitesse de rotation eff ®td est le diamétre du mobile en m. La longueur c¢érstique

est quant a elle égale au diamétre du mobile. dpabme de Reynolds pour une cuve agitée est
donc donné par I'expression :
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Nd
Re=— (I-2)
%
L’écoulement dans une cuve agitée est considéréneoturbulent lorsque le rapport entre les

forces inertielles et les forces visqueuses, agaleanbre de Reynolds, est supérieur a 1000.

Dans un écoulement turbulent, la vitesse du flpielgt étre décomposée en deux composantes
qui se superposent : une composante moyennée temps et une composante fluctuante.
L’écoulement moyen, obtenu en moyennant sur le selmpitesse instantanée des particules
de fluide, se compose de boucles de recirculatios@nt générées par le (ou les) mobile(s) et
qui y reviennent. La forme des boucles dépendadgebmétrie des mobiles. Ces derniers
peuvent étre classés en deux catégories suivankedligde est éjecté des pales du mobile
dans la direction axiale (Figure I-2a) ou la di@ctradiale (Figure 1-2b). Les contre-pales
disposées le long de la paroi empéchent le flueléodrner d’'un seul bloc et favorisent ainsi
le mouvement du fluide dans les directions axidleadiale. Pour la culture de cellules
animales sur microporteurs, les mobiles axiaux gwéférés aux mobiles radiaux car ils
générent un pompage du fluide de bas en haut &ardrila mise en suspension des
microporteurs.
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Figure 1-2 : Design typique d’une cuve agitée. Structure de t@tement moyen généré (a) par un mobile
axial (b) par un mobile radial.

La composante fluctuante de I'écoulement est ptusptexe a décrire. En effet, il n’existe
pas encore de théorie universelle permettant dereéles écoulements turbulents. De
nombreuses recherches sont toujours en cours.s BhWé donné lieu a divers modeéles
permettant de décrire plus ou moins fidélement entan nombre d’écoulements turbulents.
Un modele assez largement accepté dans la littérgour décrire I'écoulement turbulent
dans une cuve agitée est celui proposé par Riabvards Kolmogorov (Pope, 2000). Ce
modele représente I'écoulement turbulent comme dperposition d’'une cascade de
tourbillons de tailles décroissantes. Ces towhdItransférent, a un taux constant®nergie
fournie aux grandes structures par le mobile vesspktites structures ou elle est finalement
dissipée en chaleur par les forces visqueusesr@-ig8). Comme montré sur la Figure [-3,
ces tourbillons se superposent dans I'espace.truetgre des grands tourbillons dépend de la
géomeétrie de la cuve. Il est généralement adnedeyur taille est du méme ordre de grandeur
que le dixieme du diametre du mobile d’'agitatiorhdl, 2005 ; Kresta et Wood, 1993 ;
Shenget al, 2000 ; Zhou et Kresta, 1996). Au fur et a mesque leur taille décroit, la
structure des tourbillons devient indépendanteadgébmétrie de la cuve. Elle acquiert des
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caractéristiques universelles qui dépendent unignému taux d’énergie transférée,et de

la taille des tourbillons. Ces caractéristiguast ®galement indépendantes de la viscosité du
fluide. Les tourbillons répondant & ces caradifuges appartiennent au régime inertiel car
'ensemble de leur énergie est transférée sandpdigsy aux sous-structures qu'ils
engendrent. La taille des plus petits tourbillprissents au sein de I'écoulement correspond a
I'échelle ou les forces visqueuses sont égaleda@uars inertielles et ou I'énergie commence
a étre progressivement dissipée sous forme de whalar frottement. Cette taille de
tourbillon est appelée I'échelle de Kolmogov Elle est obtenue par la relation

3 1/4
A =(V?j (13

qui ne dépend donc que du taux d’énergie transféhdee échelle a l'autre,, et de la
viscosité cinématique du fluide,.

Oy B _ g

1r — o
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Figure 1-3 : Représentation physique du modéle dechscade d’énergie de Richardson et Kolmogorov.
lllustration issue de Jacquin et Tabelin (2004).

Grace au développement de différentes technigquesdalisation de champs de vitesse telles
que la vélocimétrie par image de particules (P)lod.I'anémométrie & laser doppler (L.D.A),
plusieurs équipes de recherche ont mené des traisamt a caractériser expérimentalement
la structure moyenne et fluctuante des écoulemtenisilents dans des cuves agitées. Ces
travaux sont nombreux. Les équipes des profes¥@anmeskis (Baldi et Yianneskis, 2004 ;
Ducci et Yianneskis, 2006 ; Micheletét al, 2004 ; Ng et Yianneskis, 2000...), Liné
(Escudiéet al.,2004 ; Escudié et Liné, 2003 ; Escudié et Li3§)6&2; Hucheet al, 2009) et
Kresta (Kresta, 1998 ; Zhou et Kresta, 1996 ; ZbhbiKresta, 1998) furent particulierement
actives dans la caractérisation de I'écoulemeitulent généré par une turbine de Rushton.
Dans la suite de cette revue succincte, seulestleles mettant en ceuvre une cuve agitée par
un mobile axial seront citées puisque ce type deilmest préféré pour la culture de cellules
adhérentes sur microporteurs. Dans la grande itgajdes publications sur le sujet, les
résultats sont présentés en deux parties.

La premiére partie décrit la structure de I'écowdatmoyen. Les travaux de Bittorf et Kresta
(2000), Jaworskiet al. (2001) et Kumaresan et Joshi (2006) montrent erfaént que
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l'intensité du champ moyen de vitesse, I'étendudaeiorme des boucles de recirculation
dépendent du design du mobile d’agitation, de satipo dans la cuve et du design de la
cuve. Des grandeurs quantitatives utiles pourdatge en échelle du procédé sont également
extraites de cette premiere phase d’analyse. @aslgurs sont, par exemple, le débit de
pompage et le débit de recirculation, respectiverdéfinis comme la quantité de fluide qui
passe a travers le mobile ou a travers une sedatmrminée de la cuve par unité de temps
(Xuerebet al, 2006).

La seconde partie des résultats présentés damdsuckss caractérise la composante fluctuante
de I'écoulement turbulent. Pour isoler cette cosambe, une décomposition de Reynolds est
nécessaire. Cette décomposition consiste a soastie chague champ instantané de vitesse
acquis au tempsdonné, le champ moyen de vitesse obtenu en moyeliasasemble des
champs instantanés. Mathématiquement, cette apesaéxprime par :

u'(x, y,zt) =u(x, y,zt) —G(x, Y, 2) (1-4)
otlu est la valeur instantanée de la vitesse au térapau point de coordonnégesy,z) u est
la valeur moyenne de la vitesse au cours du tempoimt de coordonnéds,y,z)etu’ est la
valeur de la fluctuation de la vitesse au tetngisau point de coordonnégsy,z).

Etant donné la relation entre ces trois grandéairsioyenne temporelle de la fluctuation de la
vitesseu’ est nulle.

u'(x, ,2) =u(X, ¥;2) —u(x, ¥,2) =u(x, y;2) ~u(x, ¥,2) =0 (1-5)
La caractérisation de la distribution moyenne deodiamposante fluctuante de I'écoulement au
sein de la cuve nécessite donc le calcul d’'une muyguadratique :

U'rws = (u)? (1-6)
Cette moyenne quadratique est I'élément de base Ipocalcul de diverses grandeurs qui
caractérisent I'’écoulement turbulent.
Ces grandeurs sont :
« L’énergie cinétique turbulente Il s’agit de I'énergie cinétique associée unigeatra la
composante fluctuante de I'écoulement ;

k=2 +ug+u?) -7)
* Le taux de dissipation de I'énergie cinétique tlehtes. Il s’agit du taux d’énergie

cinétique turbulente transférée d’'une échelle debibons a I'autre et qui est finalement
dissipée en chaleur a I'échelle de Kolmogorov ;

2(6u'xj2 ou, \’ (au-zjz ou N fou, ) (au, Y (au'sz
+ + + +2 + +
0x 0x 0x oy oy oy 0z
E =V -
1 2 1 2 1 1 1 1 1 1
L[ 9Yy 2o O, o (OY ouy ), (ou', Y ou', ), (ouy ) au,
0z 0z oy N\ Ox 0z )\ ox 0z )\ oy

+ La contrainte de cisaillement turbulenfe Elle correspond aux forces de cisaillement

(I-8)

dues a la différence de vitesse entre des parsicdédluides voisines. Elle est obtenue a
partir du tenseur de Reynolds.
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L ==/ ui‘u‘j (1-9)
oui etj prennent successivement les valeyrgetz et ou p, correspond a la densité du
fluide.

L'estimation de ces grandeurs est importante. HEat,eces grandeurs gouvernent de
nombreux phénomenes tels que, par exemple, le gé&lae fluides miscibles ou non
miscibles, la rupture des bulles de gaz, les contém de cisaillement appliquées a la surface
d'une phase solide... Il est donc important de pouls quantifier pour étre a méme de
prédire leur impact lors du dimensionnement de swagitées. Les études réalisées, entre
autres, par Bugagt al. (2002), Gabrieleet al. (2009), Khanet al. (2006), Kilander et
Rasmuson (2005), Kumaresan et Joshi (2006), &hal. (2009), montrent que les trois
grandeurs citées ci-dessus ne sont pas répartiaaiére uniforme dans la cuve (Figure 1-4).
Elles sont généralement nettement plus élevéesldame balayée par le mobile et dans le
jet a la sortie des pales. Elles sont nettemerst falibles dans le reste de I'écoulement. Pour
donner une idée de cette non-uniformité, diversiltés peuvent étre cités. Par exemple,
Zhou et Kresta (1996) annoncentrmatio d’environ 30 entre le taux de dissipation maximale
de I'énergie cinétique turbulergg,, et le taux moyerg, pour une turbine a quatre pales

moyen
inclinées a 45°. Khaat al. (2006) mentionnent uratio de 40. lls annoncent également que
44% de la puissance fournie au fluide par le modsledissipée dans la région balayée par ce
dernier. Diverses études montrent également quepktition spatiale des trois grandekirs

& T est fonction de la géométrie du mobile, de satjpostans la cuve et du design de la
cuve. Ces études mettent également en exerguéitalté d’estimer de maniére fiable le
taux de dissipation de I'énergie turbuleate En effet, cette dissipation se produit a I'étshel
de Kolmogorov qui est de l'ordre de quelques digsinoire une centaine de um et sa
détermination expérimentale implique la réalisatdm mesures de champs instantanés de
vitesse a cette méme échelle. De nombreuses obesesont toujours en cours sur ce sujet.
Toutes ces études mettent cependant en évidence promwiété caractéristigue de

I'écoulement turbulent: lorsque les grandeuts, Vu? Kk, & 7; sont rendues

adimensionnelles, leur répartition spatiale estepmhdante de la vitesse de rotation du
mobile. La vérification de cette propriété perrd&tilleurs de confirmer que I'écoulement
dans la cuve agité est effectivement turbulent.

Les paragraphes précédents ont donc rappelé qumilément dans une cuve agitée peut étre
décrit comme résultant de la superposition d’'unapmsante moyenne constituée de boucles
de recirculation et d’'une composante turbulentestiwge d’'une cascade de tourbillons qui
échangent de I'énergie. Cette composante turkeilgreut étre caractérisée par trois
grandeurs, I'énergie cinétique turbulerkele taux de dissipation de I'énergie cinétique
turbulentee et la contrainte de cisaillement turbulent qui ne sont pas réparties de maniere

uniforme dans la cuve. Elles sont nettement plergéés dans la zone proche du mobile et
nettement plus faibles dans le reste de I'écoulémiea structure de I'écoulement moyen et la
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répartition des trois grandeurs caractéristiquetadmmposante turbulente sont fonction du
design de la cuve et du mobile d’agitation.

0.7y
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Figure I-4 : Non uniformité de la répartition spatile des grandeurs turbulentes telles que le taux de
dissipation de I'énergie cinétique turbulente (Baldi et Yianneskis, 2004).

2.2 Mécanisme d’interaction entre I'écoulement turb ulent et les
cellules animales fixées sur les microporteurs

Cette description de la structure de I'écoulemesmisdune cuve agitée permet de mieux
comprendre les liens qui existent entre les perdmicas des procédeés de cultures de cellules
animales et I'environnement physico-chimique et rbggnamique généré par le mobile
d’agitation. Les études menées par Cherry et Ragkis (1986, 1988, 1989), Croughetral.
(1988, 1989, 2006), Lakhotia et Papoutsakis (199apoutsakis (1991), Wu (1999) montrent
que les cellules animales adhérentes cultivéesmicnmoporteurs en cuve agitée semblent
sensibles aux contraintes mécaniques géenérée®paulement turbulent de la phase liquide
et ce a partir d’'un certain niveau d’agitation. &ffet, ces auteurs observent une diminution
de la vitesse spécifique de croissance cellulaireree augmentation de la vitesse spécifique
de mort avec l'augmentation de la vitesse de aatiu mobile. Un exemple typique de
résultats obtenus lors de ces études est illustté Bigure I-5. Ce graphique montre
I'évolution de la concentration cellulaire au couls temps en fonction de la vitesse de
rotation du mobile. Ce graphique montre clairemgm la croissance des cellules Véro
cultivées sur microporteurs dans un bioréacteur2s@ mL ralentit fortement lorsque la
vitesse de rotation de la turbine a deux palestey@xcede 60 rotations par minute (rpm)
(Hirtenstein et Clark, 1981).

Des études plus récentes montrent que la répoligkaice a un stress hydrodynamique ne se
limite pas a une diminution de la vitesse de carise ou a une augmentation de la mort par
lyse. Comme présenté par Weegal. (2011), le stress hydrodynamique peut également
interagir sur la machinerie cellulaire en réduisg@r exemple I'expression de genes
pluripotents de cellules souches d’embryons humains
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Figure I-5 : L'évolution temporelle de la concenttin en cellules Vero cultivées sur microporteurd ¢ LY
dans un bioréacteur de 250 mL dépend de la vitelseotation du mobile. (Hirtenstein et Clark, 1981

Au vu de ces divers résultats, les chercheursamiétde comprendre les mécanismes selon
lesquels I'écoulement turbulent interagit avec lesllules fixées a la surface des
microporteurs, générant ainsi un stress hydrodygaeni Cherry et Papoutsakis (1986)
établissent ainsi une liste des phénomeénes hydaodigues pouvant générer des contraintes
meécaniques a la surface des cellules :

Les microporteurs étant Iégérement plus densesegoiieu de culture, leur décantation
peut induire une vitesse relative entre les micriguos et le fluide environnant, générant
une contrainte de cisaillement a la surface ddsles! Cependant, si la contrainte de
cisaillement est estimée en calculant la vitessehdée d’'un microporteur dans un fluide
stagnant, une valeur d’environ 0.07 N®rest obtenue Cette valeur est largement
inférieure & la valeur seuil estimée aux alentalgsl N n¥ (Stathopoulos et Hellums,
1985). Des lors, le stress hydrodynamique génardgpdifférence de vitesse entre les
microporteurs et le fluide environnant peut étresidérée comme négligeable. C’est
encore plus vrai lorsque les microporteurs sontgdadans la cuve agitée, ou, vu leur
petite taille et la faible différence de densiis suivent I'écoulement du fluide qui n’est
pas stagnant mais en écoulement turbulent.

Comme présenté au paragraphe précédent, I'écouletmdiulent est constitué de la
superposition d’'une cascade de tourbillons deetilécroissantes jusqu’a I'échelle de
Kolmogorov. Ces tourbillons peuvent interagir ales microporteurs en générant des
contraintes de cisaillement a la surface des @esllfikées sur ces derniers. Cependant,
seuls les tourbillons ayant une taille similaireioi¢rieure a celle des microporteurs sont
en mesure de générer ce cisaillement, car lesiliomb nettement plus grands que les
microporteurs generent un écoulement convectifl lagasein duquel les microporteurs
sont entrainés (Figure I-6). Le caractere néfdstecontraintes de cisaillement générées
par les tourbillons ayant une taille similaire aifiérieure a celle des microporteurs est
encore accentué par le fait que les cellules soé¢$ sur les billes de microporteurs et ne
peuvent pas tourner sur elles-mémes pour réduiternaainte subie (Figure 1-6). Divers
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auteurs (Cherry et Papoutsakis 1988, Crougttaad, 1987)ont montré que cette source
de stress hydrodynamique a un impact sur les pedioces des cultures cellulaires. lls
observent que la vitesse spécifique de croissaglttdaire diminue brusquement et que la
vitesse spécifique de mort croit brutalement loedégchelle moyenne de Kolmogorov est
inférieure a la moitié de la taille des microporgeet ce de maniere plus ou moins
indépendante de la taille du bioréacteur (Figur®. |- L'estimation de I'échelle de
Kolmogorov et sa comparaison avec la taille degaopimrteurs est donc un bon moyen
pour predire la présence de ce stress hydrodynami@our rappel, la taille de I'échelle
de Kolmogorov peut étre calculée par la Relatighldrsque le taux d’énergie dissipée
& et la viscosité cinématique du fluidesont connus.
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Figure 1-6 : Nature des interactions entre les mimgporteurs et les tourbillons en fonction de leussltes

relatives.
100 OS8O

R /
- 8o /
z /
w /
- )
E
= 60 ol
=z | !
= ! Impallar Vessal
] ap4 | Symbel  Diam.lcml ol imi)
2 i'l & 1.2 236
e | =] 4. 250
5 20 f o 5.1 250
b - ia-] 2000
< .
b “‘I oo onwd . 85 2000
- |

| — _—

o 50 100 150 200

KOLMOGOROV EDDY LENGTH SCALE (MICRONS)

Figure I-7 : Diminution brutale de la vitesse spditjue de croissance des cellules lorsque la tailkel’échelle

de Kolmogorov est inférieure a la moitié de la taides microporteurs (Croughan et al., 1987).

Une troisieme source de contraintes mécaniqueseproges collisions intervenant entre
microporteurs. Ces collisions sont favoriséesl@adivers tourbillons présents au sein de
I’écoulement car ces tourbillons favorisent 'appan de vitesses relatives importantes
entre microporteurs voisins. Cherry et Papoutsdiéd89) proposent deux mécanismes.
Dans le premier mécanisme proposé, Cherry et Psglast(1989) suggerent que les
vitesses relatives les plus significatives entreragorteurs voisins sont générées par des
tourbillons dont la taille est égale a la distameeyenne entre les faces externes des
microporteurs voisins. En effet, ce type de tdlobs est en mesure d’accélérer un
microporteur sans interagir avec l'autre, génémnsi une vitesse relative. Selon la
concentration en microporteurs, cette taille egiragmativement égale ou légerement
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inférieure a celle des microporteurs, moyennangpidthése que les microporteurs sont
répartis de maniere uniforme dans la cuve et pdwatem considérés comme placés sur les
sommets de tétraedres reguliers.

Cherry et Papoutsakis (1989) proposent un secomdmene lorsque I'agitation n’est pas
suffisamment vigoureuse pour générer des toursltbaussi petites tailles. Dans ce cas,
des vitesses relatives entre microporteurs voegaparaissent selon le mécanisme suivant.
L’écoulement local dans un tourbillon est de typsailé. Chaque microporteur se
déplace sur une ligne de flux a une vitesse cotestdra difference de vitesse entre deux
lignes de flux séparées d’'une distaricest égale al, ou y est le gradient local de

vitesse. Deux microporteurs entrent en collisida se déplacent sur deux lignes de flux
séparées d’'une distance inférieure au diametreidwporteurd ;.

Pour quantifier I'effet de ces collisions et évalleur impact sur les performances des
cultures de cellules animales sur microporteurgryhet Papoutsakis (1989) définissent
une grandeur appelée « Turbulent Collision SeverifCS> qui correspond a I'énergie
cinétique de collision par bille et par unité denps. Pour la calculer, il faut donc
multiplier I'énergie cinétique d’'une collision pkx fréquence de collisions et rapporter le
résultat au nombre total de billes. L'énergieétinue de collisions est estimée par :

m Vg,

2
ou m est la masse d’'un microporteur @} est la moyenne quadratique de la vitesse

(1-10)

relative entre microporteurs voisins. La fréquedeecollisions est estimée a partir des

travaux de Hinze (1971) par :
2

. a

4
dP
ou a est la fraction volumique en microporteursigést le diametre des microporteurs.
L’expression de TCS devient donc :

2 2 n.Z d2
TCS=| Mr Vbrf a ;= v P4 (-12)
2 )\ di (r7/6) d? 72

ou p, est la densité des microporteurs.

Vo

(I-11)

L’expression de la vitesse relative entre microgang dépend du modele adopté. Si on
considere le premier mécanisme proposé, la taile tburbillons qui favorise les
collisions est égale a I'échelle de Kolmogorov. \ifesse de ces tourbillons peut donc
étre choisie pour estimey;. L'expression de TCS devient donc :
2 2
T p,d; aj =(e V)s/{”z Ppdp a]

I-13
72 12 (+13)

TC%ddies = VSr(

ou ¢ est le taux d’énergie transférée d’'une échelleodebtllons a l'autre et dissipée en
chaleur ev est la viscosité cinématique du fluide.

Si on considere le second mécanisme propage est estimee par le produit du gradient
de vitesse au sein du tourbillgn et du diametre des microportegks Le gradient de
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vitesse le plus important étant celui généré paiplas petits tourbillons présents au sein
de I'écoulementif(e. I'échelle de Kolmogorov), TCS devient :

3
mp da e\ mp dia
TCSshear = VSr( 7p2 : ] = (7} dp 792 : (|-14)

Cherry et Papoutsakis (1989) ont montré que legr@iotes mécaniques générees par les
collisions ont un impact significatif sur les perfances cellulaires. En effet, comme
illustré a la Figure 1-8, la vitesse spécifiquerdert g de cellules de rein d’embryon bovin
croit lorsque la valeur diCSaugmente.
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Figure 1-8 : Augmentation de la vitesse spécifiqde déces des cellules avec la valeur du J&Sou TCShear

exprimée en 16 g cm? & (10" J s%) (Cherry et Papoutsakis, 1989).

Une quatrieme source de stress hydrodynamique itgst par Cherry et Papoutsakis
(1987). Il s’agit du stress hydrodynamique proverde I'interaction des microporteurs
avec les pales du mobile d’agitation. Cette irtigoa prend deux formes : collisions et
cisaillement dans la couche limite entourant le ieolCependant, les auteurs écartent ces
deux mécanismes en montrant que les collision® desr microporteurs et les pales du
mobiles restent des phénomeénes « rares » par tappocollisions entre microporteurs et
en démontrant que les contraintes de cisaillemans da couche limite sont d’'une part
limitées a une zone tres petite et d’autre patard pas assez intenses que pour produire
des dommages cellulaires.

Au vu de cette discussion, deux mécanismes sembkEmérer un stress hydrodynamique
impactant les performances de la culture de cellafémales sur microporteurs. Il s’agit des
contraintes de cisaillement générées par de petirbillons a la surface des cellules et des
contraintes mécaniques résultant de l'impact erteeix ou plusieurs microporteurs.
Différents auteurs (Croughaet al, 1988 ; Crougharet al, 1989 ; Wu, 1999) ont tenté
d’évaluer I'importance relative de ces deux méaaeis en faisant varier la concentration en
microporteurs et la viscosité du milieu de culturen effet, on peut s’attendre a ce que la
proportion de mort cellulaire due aux contraintescsaillement diminue lorsque la viscosité
du milieu de culture augmente puisque, d’apres déatidn [-3, la taille de I'échelle de
Kolmogorov augmente. De méme, on peut s’attendeegue la proportion de mort cellulaire
due aux collisions croisse lorsque la concentragiormicroporteurs augmente. Les auteurs
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observent des résultats allant dans ce sens. G@Qapenl est difficile d’associer une
prépondérance a une des deux sources de stressdyrydmique car elles dépendent du
méme phénomene : l'interaction entre les micropostet les tourbillons de tailles similaires
a ces derniers. Ces interactions sont fonctiola leéme grandeur : le taux de dissipation de
I'énergie cinétique turbulente.

Il est important de souligner que les mécanismestde&i-dessus n’ont un impact significatif
gue dans le cas de cultures de cellules animaleirexates sur microporteurs dans une cuve
agitée. En effet, la taille des cellules libreltiecées en cuve agitée=Q0 um) étant largement
inférieure a I'échelle de Kolmogorov, elles ne spas sensibles aux deux sources de stress
hydrodynamique citées ci-dessus.

Une autre source de contraintes mécaniques powaffatter aussi bien les cellules libres
cultivées en suspension que les cellules adhérentbtivées sur microporteurs est la
coalescence et la rupture des bulles d’air damilieu de culture et a la surface libre du
bioréacteur (Chisti, 2000). Cependant, le tawémdiion utilisé dans les bioréacteurs étant
généralement trés faible (0.05 vwm), I'ajout ddénales de surfactants telles que le Pluronic
F68 permet de réduire significativement les contes mécaniques générées par la rupture
des bulles. Le stress hydrodynamique associ@éaakion du bioréacteur ne sera donc pas
considéré dans la suite de cette thése.

Il apparait donc que les cellules animales adhésentiltivées sur microporteurs en cuve
agitée sont sensibles aux contraintes mécaniquaesrégs par I'écoulement turbulent de la
phase liquide. Divers modéles peuvent étre usilipéur évaluer quantitativement ces
contraintes mécaniques sur base du taux de dissipde I'énergie cinétique turbulente et
d’autres caractéristiques physiques du milieu dei®) comme la viscosité et la densité du
fluide, la charge en microporteurs, leurs dimension

La quantification des contraintes mécaniques gé&sérar I'écoulement en fonction du design
du bioréacteur et des conditions opératoires nigeedsnc de connaitre la relation existant
entre le taux de dissipation de I'énergie cinétiqudulentes et les conditions opératoires,
pour un design donné de bioréacteur.

Comment établir cette relation ?

L’énergie qui estin fine dissipée sous forme de chaleur a I'échelle de Kigbmov est
initialement fournie au fluide par le mobile d'agibn. La puissance globak fournie a
'ensemble du bioréacteur peut étre mesurée awanidel moteur par la détermination du
couple appligué sur l'axe d'agitation. Connaissdat puissance globale fournie au
bioréacteur, il est possible d’estimer un taux nmoge dissipation de I'énergie cinétique
turbulentes

moyen .
P
AV

£ =

moyen

(I-15)

-36-



Chapitre | : Introduction et état de l'art

V est le volume du bioréacteur giest la densité de la phase liquide. Le terme «emoy

doit étre compris ici comme une moyenne voluméaigunon une moyenne temporelle en un
point. La valeur moyenne obtenue n’est qu'une pEegnestimation des car le taux de
dissipation de I'énergie cinétique turbulente n’pas réparti de maniére homogene dans la
cuve. En régime turbulent, la puissance glotRaléournie au bioréacteur est reliée aux
conditions opératoires du bioréacteur par I'expogséXuerebet al, 2006) :

P=p N, N°d® (I-16)
La puissance globale est donc fonction de la \atelesrotation du mobild (exprimée en tour
s%) et du design du mobile & travers son diamétr@xprimé en m) et son nombre de
puissanceN,. Ce dernier est une constante adimensionnellecaistique d’'un type de
mobile.
Pour un mobile donné, la puissance glol#glée taux de dissipation moyep, ., le taux de

dissipation de I'énergie cinétique turbulente et le stress hydrodynamique seront donc

d’autant plus importants que la vitesse de rotasiena €levée. Ce constat pourrait conduire a

la conclusion un peu héative qu’il ne faut pas agite bioréacteur si on veut minimiser les

contraintes mécaniques appliquées sur les celpale8écoulement de la phase liquide. Mais
ce raisonnement ne tient pas compte du fait quiaréacteur adapté a la culture de cellules
animales doit également permettre de répondre aux contraintes suivantes :

* Premierement, il doit assurer un bon transfert esiments vers chaque cellule et
permettre [I'élimination des déchets. Ce transféet matiere est maximisé par
I’'hnomogénéisation du milieu de culture, une disjperefficace de la phase gazeuse et un
renouvellement efficace du fluide autour des cefiul

» Deuxiémement, les conditions d’agitation du milge culture doivent étre choisies de
maniére a assurer le maintien en suspension canmleés microporteurs afin de
maximiser la surface disponible pour le développenoellulaire et assurer qu’aucune
cellule ne sera piégée dans un lit de microportstagnant au fond de la cuve. Ces
cellules seraient, en effet, dans un environneroaratctérisé par de grosses limitations en
transfert de matiére.

Le mélange de la phase liquide, la dispersion géhéese gazeuse et le maintien en suspension

de la phase solide dépendent également du typeotddensélectionné et de sa vitesse de

rotation. Ils seront tous les trois d’autant pafscaces que la vitesse de rotation du mobile
sera élevée, mais ces conditions correspondenerédgat a un stress hydrodynamique
maximal. Il faudra donc, au niveau de la vitessealation du mobile, trouver un compromis

pour assurer d’'une part les besoins d’homogénérsati de transfert de matiere et d’autre
part limiter le stress hydrodynamique puisque cesdeurs évoluent de maniere opposée
avec la vitesse de rotation du mobile. La Figuke (bage 32) illustre cette nécessité de
trouver un compromis pour maximiser les performandes cultures de celluldgero sur

microporteurs. Lorsque la vitesse de rotation dibife a deux pales droites est inférieure a

60 rpm, des problémes d’homogénéité sont obser@es problémes limitent la croissance

cellulaire et ce d’autant plus que la vitesse datimn du mobile est faible. Par contre,

lorsque la vitesse de rotation du mobile dépasseapd, des problemes liés au stress
hydrodynamique sont observés. En effet, la crassaellulaire passe par un maximum a la
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vitesse de rotation de 60 rpm. Elle diminue ersaitce de maniere d’autant plus marquée
gue la vitesse de rotation du mobile augmente.

Les développements présentés dans les paragraptméEdents montrent que le choix du
design et des conditions opératoires d’'un bioréaciecuve agitée, adapté aux besoins des
cellules animales adhérentes cultivées sur micteps, est une tache complexe. Ce
probleme constitue la question centrale du présentil de these. Pour maximiser le
mélange tout en minimisant le stress hydrodynamiduesrs variables opératoires doivent
étre optimisées. Ces variables opératoires sdotiae de la cuve, ses dimensions, le design
du mobile, sa position dans la cuve et sa vitegseothtion. Dans le cadre de cette these,
nous tenterons d’optimiser ces variables opéraauve base de leur impact sur I'écoulement
turbulent. Pour ce faire, nous avons élaboré niéodologie qui est décrite dans la section
suivante.

3 Approche proposée
3.1 Méthodologie

L’'objectif de ce travail de thése est de développee méthodologie permettant la
caractérisation de I'environnement hydrodynamiaueall rencontré par des cellules animales
cultivées sur microporteurs dans un bioréacteuruge cagitée meécaniquement. Cette
caractérisation constituera un outil d'aide a léecd®n du design du bioréacteur et des
conditions opératoires les mieux adaptées aux hesias cellules cultivées.

Dans la section précédente, nous avons rappelélaguépartition spatiale de grandeurs
caractéristiques de I'écoulement turbulent telles iénergie cinétique turbulenteou son
taux de dissipatiow n’était pas uniforme et que leurs valeurs dépemiale la géométrie de

la cuve et du design du mobile d’agitation. Damsstles cas, les valeurs observées dans la
zone proche du mobile sont nettement plus élevéeslans le reste de I'écoulement.

Il faut aussi garder a I'esprit qu’une cellule fxsur un microporteur ne reste pas fixe au sein
du bioréacteur mais se déplace de zone en zone. pdii de vue des « contraintes
mécaniques », les cellules cultivées sont donc amsmises a un stress hydrodynamique
assez fluctuant au cours du temps puisque les euamccaractéristiques de I'écoulement
turbulent ne sont pas réparties de maniere unifataeres la cuve. Du point de vue de la
« composition chimique », I'environnement des deuen mouvement peut étre considéré
comme constant si on peut supposer que le mélastgaufisamment intense au sein de la
cuve pour assurer une composition homogene duurdieculture. C’est généralement le cas
pour des bioréacteurs pilotes ou de laboratoiransides bioréacteurs industriels de grande
taille, par contre, des gradients de concentrggguvent apparaitre.

L’activité cellulaire étant fonction des conditiomhysico-chimiques et hydrodynamiques
rencontrées par la cellule, la méthodologie déymepdans le cadre de la présente thése a
pour but de décrire la succession des états phghicoiques et hydrodynamiques rencontrés
par la cellule au cours du temps.

L’étude de I'écoulement turbulent a été diviséaleux étapes.

-38-



Chapitre | : Introduction et état de l'art

Dans la premiére étape, les écoulements turbutgsrés par différents types de mobiles
axiaux dans une cuve de 20 L ont été étudiés daimt ple vue eulérien. Cette description
eulérienne a pour but d’obtenir, sur base des rae2D et 3D P.l.V. réalisées au sein de la
cuve, des cartes de répartition spatiale des grasdurbulentes comme I'énergie cinétique
turbulente k, son taux de dissipatios, les contraintes de cisaillement turbulent...

L'impact du design du mobile et des conditions dat@gpn a été étudié dans ce cadre. Un
exemple typique de résultats obtenus lors d’étedésriennes de I'écoulement a été présenté
a la Figure I-4 (page 31). Cette premiere phasé¢ pembler peu innovante puisque de
nombreuses études eulériennes de I'écoulement leémtbwdans une cuve agitée sont
disponibles dans la littérature scientifique. €etttude eulérienne est néanmoins
indispensable car le design de la cuve agitée é&udliest pas standard. Etant donné que la
répartition spatiale des grandeurs caractéristigiee$écoulement turbulent est étroitement
liée & la géométrie de la cuve et au design duilmdbs résultats de littérature ne sont donc
pas exploitables directement.

Dans la seconde étape, I'écoulement turbulent daescuve agitée est caractérisé par une
approche lagrangienne. Cette approche consisteiveesau cours du temps le chemin
parcouru dans le bioréacteur par une particuleésgmtant un élément de fluide. La
trajectoire de cette particule est ainsi détermiri2e cette trajectoire, il est possible d’extraire
des informations quantitatives qui ne sont pas ssilckes a partir d’études eulériennes. I
s’agit principalement de grandeurs temporellesmenta distribution du temps de séjour de
la particule dans diverses zones du bioréacteurgétpence de retour dans chacune de ces
zones, la distribution des intervalles de tempseedéux passages de la particule dans une
méme zone, ...

Le couplage des deux approches permet de caract€asvironnement hydrodynamique
percu par des cellules fixées sur la surface d’ienaporteur. En effet, & chacune des zones,
il est possible d’associer une valeur de stressrdayshamique sur base des cartes de
répartition spatiale obtenues par I'approche eeére. L’'étude lagrangienne permet ensuite
de déterminer la succession des états rencontidss tier des résultats du type : « pour une
vitesse d’agitation et un design de mobile donmémicroporteur pergoit en moyenne un
stress hydrodynamique d’une intensité X. Il séeuen moyenne Y secondes dans une zone
caractérisée par un stress hydrodynamique d'intteri ... » Puisque les performances
d’une culture de cellules animales résultent dedgration des conditions physico-chimiques
et hydrodynamiques rencontrées par les cellulestype de résultats évoqué ci-dessus
constitue un outil extrémement précieux pour défiaidesign du mobile et la vitesse de
rotation les mieux adaptés a la culture de cedlal@males sur microporteurs.

3.2 Oiriginalité de I'approche

La présente these propose donc une méthode dbut kst de caractériser I'environnement
hydrodynamique local rencontré par des cellulesial@s cultivées sur microporteurs dans un
bioréacteur a cuve agitée. Cette méthode se baseploitation des mesures lagrangiennes
réalisées grace a un dispositif expérimental dediagraphie optique et sur le couplage de
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cette information lagrangienne avec l'informatianéeienne déduite des mesures 2D et 3D
P.LV..

Il s’agit d’'une approche tout a fait originale prijpalement pour deux raisons.

Le premier élément original de cette thése estidpagditif de trajectographie optique. En
effet, il n’existe dans le monde que cing instalas expérimentales permettant de suivre et
de mesurer pendant une longue période la trajectbune particule et il n’existe pas de
société qui les commercialise. Nous avons doncaheevoir, construire et mettre au point
un dispositif de trajectographie optique pour s&Elil'étude lagrangienne de I'écoulement.
Ce dispositif permet de suivre I'évolution au codtstemps de la position tridimensionnelle
d’une particule noire d’alginate dont le diameétse @e I'ordre de 500 pm grace a l'utilisation
simultanée de deux caméras et d’'un éclairage parfant uniforme.

L’équipe du Professeur Villermaux de I'INPL de Ngravait développé, a la fin des années
90, un appareil de trajectographie optique basdesaréme principe. L'installation utilisée
ici est cependant nettement plus performante aardie ans, d’énormes progrés ont été
réalisés au niveau de la conception des camérakudanodélisation et au niveau de la
puissance des ordinateurs. Ces progrés ont peemiéduire la taille de la particule tracante
de 4 mm a 500 um, d’augmenter la précision surositipn et de réduire trés fortement le
temps nécessaire au traitement de linformation. ndtre connaissance, l'installation
développée par Wittmer (1997) et par Pitiot (199%st actuellement plus utilisée.

Plus récemment, les équipes des Professeurs Duduk®amachandran et Larachi et les
équipes du Professeur Barigou ont développé deareifspde trajectographie utilisant une
particule radioactive émettant respectivement dgensy et des positrons. Dans ce cas, la
cuve agitée est donc entourée par des capteursranedes émissions radioactives et
permettant de repositionner la particule dans #esp Ces appareils de trajectographie sont
appelés dans la littérature respectivement la CRATR (Computer Automated Radioactive
Particle Tracking) et la P.E.P.T. (Positron Emissiarticle Tracking). Il existe deux
installations expérimentales C.A.R.P.T., 'une &$Université de Washington a St-Louis et
l'autre a I'Ecole Polytechnique de Montréal. Il wigte qu’une installation P.E.P.T. située a
I'Université de Birmingham.

Le lecteur averti pourrait contester notre argumemmcernant la rareté des dispositifs
expérimentaux lagrangiens en citant la techniqudiqo@ de « Particle Tracking
Velocimetry » (P.T.V.) qui commence progressivenmgise commercialiser et a se répandre
dans les laboratoires spécialisés. Cependant,ab@mhent aux cing dispositifs présentés ci-
dessus qui permettent de mesurer la trajectoireeddeule particule pendant un temps tres
long, la P.T.V. permet de mesurer simultanémentdaircourtes périodes (1 a 2 s) les
trajectoires de plusieurs milliers de particuldsinformation extraite de ces fragments de
trajectoires n’est pas une information typiqguemeagtangienne telle qu’une distribution de
temps de séjour mais plutét une information de ggérienne a savoir la vitesse instantanée
de chaque particule. La technique P.T.V. permetsiaeétablir les champs instantanés de
vitesse dans une fraction volumique de I'écoulemegdle est donc une évolution des
techniques 2D et 3D P.1.V. qui mesurent les chamgmntanés de vitesse uniquement dans
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un plan. A ce titre, la technique P.T.V. est dpha6t employée pour réaliser des études
eulériennes des écoulements turbulents.

Le couplage des résultats lagrangiens et euléesiige second €lément original de cette these.
Il existe en effet tres peu d’études qui superpoketrajectoire d’'une particule a un champ
eulérien. A notre connaissance, ceci n'a été séajjue par Lucet al. (2003) qui, pour
caractériser les performances d’'un photo-bioréactai superposé les trajectoires mesurées
par la techniqgue C.A.R.P.T. d’'une particule senrspeésenté une micro-algue a la réparation
spatiale du champ lumineux au sein du photo-biteéac Le faible nombre d'études qui
couplent les données expérimentales lagrangiertneglériennes s’explique par la difficulté
d’acquérir les informations lagrangiennes vu le geuispositifs expérimentaux disponibles.
De plus, les données lagrangiennes acquises pdedhniques de trajectographie optique,
C.A.R.P.T. et P.E.P.T. sont en elles-mémes tréesiet, jusqu’a ce jour, c’est I'exploitation
de ces données qui a été présentée dans la litErairsqu’'une de ces techniques a été
employées. Deux exemples typiques de résultateprés dans la littérature peuvent étre
cités. Les techniques C.A.R.P.T. et P.E.P.T. ntgtas limitées a des dispositifs optiguement
transparents, elles ont été largement employéeasqavactériser la structure de I'écoulement
moyen et turbulent de la phase liquide et de las@lsalide dans des écoulements di- ou tri-
phasiques (Fishwiclet al, 2005 ; Guidaet al, 2009, 2010, 2011 ; Pianko-Opryeh al,
2009). Les trois techniques sont également fréguemh employées pour caractériser le
mélange dans des dispositifs transparents ouvi@udjvers outils (Pitiot, 1999 ; Martiet al,
2007 ; Doucett al, 2008; ...) Il existe bien entendu dans la litiéref plusieurs études qui
couplent des données lagrangiennes a des donnéesmes, toutes deux obtenues a partir
de simulations numériques de I'écoulement (Del&p2608 ; Torréet al, 2008), mais dans
ce cas se pose le probleme de la fiabilité dedtadéswbtenus puisque le modéle numérique a
la base des données lagrangiennes n’a pas été palidies mesures expérimentales.

4  Hypothéses de travail

Diverses hypothéses doivent étre posées dans ttedte pour accéder aux reésultats.
L’hypothése principale est de supposer que la pgaseuse, vu son faible taux, et la phase
solide, vu sa faible différence de densité et sox modéré, n’'influencent pas la structure de
I'écoulement de la phase liquide. Cette hypotrestenécessaire car nous utilisons tout au
long de cette thése des techniques expérimentalesssitant des milieux optiquement

transparents. Or la présence de bulles de gaa ptésence des microporteurs rendent le
milieu opaque.

Nous avons donc sélectionné un liquide optiquentearisparent présentant les mémes
propriétés rhéologiques que le milieu de cultuneteoant les microporteurs. Les résultats de
I'étude de rhéologie montre que I'eau est un erotltandidat. Ces résultats sont de plus
corroborés par ceux de Batchelor (1977) et EingtE906) qui montrent que la viscosité d’'un
mélange diphasique liquide-solide contenant uridddux de solide est égale a la viscosité de
la phase liquide seule. Les milieux de culturenayme viscosité égale a celle de I'eau, cette
derniére a été utilisée comme fluide modéle.
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De plus, les travaux de Guirawt al. (1997) et de Zhwet al. (2008) semblent valider
I’hypothese que nous faisons concernant la noneénite des phases solide et gazeuse sur la
structure de I'écoulement de la phase liquide.

En effet, Guiraucet al. (1997) ont étudié, par la technique LDA, la stauetde I'écoulement
turbulent diphasique liquide-solide générée pamafile de type TTP (marque Mixel) dans
une cuve agitée de 20 L et l'ont ensuite comparéeelie de I'écoulement turbulent
monophasique liquide. Dans leur étude, la phabedesest composée de billes de verre qui
sont nettement plus denses que des microporteenss résultats montrent clairement que la
structure de I'écoulement moyen (Figure 1-9) etsteucture de la composante turbulente
(Figure 1-10) ne sont pas influencées par la p@selu solide. En effet, aucune différence
n'est observée entre les résultats obtenus damslieu diphasique (rond blanc) et le milieu
monophasique (rond noir).

De méme, Zhwet al. (2008) montrent grace a une étude eulérienne tmgédes mesures
P.L.V. diphasique, que la structure du champ majyervitesse et les caractéristiques de la
composante turbulente de I'écoulement ne sont pakfides par la présence de bulles de gaz
pour autant que le taux d’aération reste inférmuégal a 0.05 vwvm. Or ce taux d’aération
correspond au taux maximal utilisé en culture déules animales sur microporteurs. La
Figure 1-11 et la Figure 1-12 illustrent ce promosmontrant le profil de la composante axiale
de la vitesse moyenne sous la pale du mobile «BlgEar » en I'absence ou en présence de
gaz, et la répartition de I'énergie cinétique tlebtek en présence et en absence de gaz.

Ces observations justifient I'utilisation d’'une wtibn aqueuse pour étudier I'impact des
conditions d’agitation et du design du mobile sécdulement turbulent dans un bioréacteur a
cuve agitée de 20 L.
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Figure 1-9 : Comparaison de la structure de I'écaahent moyen de la phase liquide en présence et en
absence de phase solide : Profil axial de la carsgnte (a) axiale (b) radiale de la vitesse muye
(Guiraud et al., 1997).
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Figure 1-10 : Comparaison de la structure de I'éctmment turbulent de la phase liquide en présentem
absence de phase solide : profil axial de la comrgurae (a) axiale, (b) radiale de la moyenne quadcate de la
fluctuation de la vitesse (Guiraud et al., 1997).
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Figure I-11 : Comparaison des profils radiaux de  Figure |-12 : Comparaison des champs d'énergie
la composante axiale de la vitesse moyenne pour cinétique turbulente obtenus dans la phase liquide
différents taux d’aération (Zhu et al., 2008). en I'absence de gaz (gauche) et en présence d’'un
taux d’aération de 0.01 vwvm (Zhu et al., 2008).

5 Structure de la thése

L’approche décrite dans la section précédente dieisée en sept chapitres. Nous avons
choisi délibérément de structurer ces chapitresneery’il s’agissait d’'articles scientifiques
indépendants composés d’'un résumé, une introdyati@section « appareils et méthodes »,
une section « analyse des résultats » et une @ocluNous souhaitons, en effet, que chaque
chapitre transmette un message et que les oultiiséatpour construire ce message soient
clairement identifiés.

Ainsi, I'étude réalisée au Chapitre Il a pour bats#lectionner deux mobiles axiaux auxquels
sera appliquée la méthodologie développée dans ttese. Pour ce faire, sept mobiles
axiaux sont comparés sur base des contraintes igaeangu’ils générent, estimées a partir
de la mesure de la puissance globale dissipégudsstournent respectivement a leur vitesse
minimale de maintien des microporteurs en suspans@mpleteN;s. Cette comparaison
permet de sélectionner les mobiles TTP 125 (d/T4Qixkel) et EE 150 (d/T=0.5, Applikon).
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Le Chapitre Il est consacré a I'étude eulérienétitiée de I'écoulement turbulent généré

par les deux mobiles sélectionnés au chapitre gedte Sur base de mesures 3D P.L.V., les
champs moyens de vitesse dans cing plans axiawétbiis et analysés. Ce méme exercice
est réalisé pour les grandeurs caractéristiquea @emposante turbulente de I'écoulement

gue sont I'énergie cinétique turbulente et son tdexdissipation. Grace a ces données, la
répartition spatiale des contraintes mécaniqueseaude I'écoulement turbulent est établie ;

ce qui permet d’identifier au sein de la cuve deses labélisées comme potentiellement
problématiques pour le développement des cellulkiv€es sur les microporteurs.

Dans le Chapitre 1V, I'impact de gradients de coniaion présents au sein de la cuve, suite
a une injection de soude par exemple, est évalDans ce but, le mélange au sein du
bioréacteur a été étudié de maniére globale parelsure de temps de mélange et de maniere
locale par la mesure de I'évolution avec le tempslihmps de concentration par la technique
P.L.I.LF. Ces mesures ont montré que le tempsedistence » des gradients de concentration
est nettement inférieur aux temps caractéristigekesifs a une modification du métabolisme
cellulaire. Il en résulte que, dans la suite dwaila les champs de concentration seront
supposés comme constants et uniformes au sein devi agitée. Les hétérogénéités
ponctuellement présentes apres I'ajout de soudserant donc pas prises en compte dans la
caractérisation Euler-Lagrange de I'’écoulement.

La premiere partie du Chapitre V présente le pp@dt les outils de modélisation nécessaires
a la mise au point et au fonctionnement du disjadét trajectographie optique congu et
développé dans le cadre de cette these. Cetilatisin, tout a fait originale et unique,
permet de suivre la trajectoire d’une particulesain de la cuve agitée pendant des temps tres
longs et permet donc d’accéder a I'étude lagramgiete I'écoulement. La seconde partie du
chapitre est consacrée a la caractérisation degectnires mesurées. L'isoprobabilité de
présence de la particule dans tout volume élénrend®i la cuve agitée a pu étre confirmée.
La validité et la convergence des résultats obtpansrajectographie ont pu étre vérifiées par
comparaison des champs de vitesse calculés a gestirajectoires avec ceux mesurés par 3D
P.LV.

Au Chapitre VI, les données eulériennes sont coéasiraux données lagrangiennes afin de
caractériser le lien entre la succession d’envieoments hydrodynamiques percus par des
cellules fixées sur des microporteurs et les comt d’agitation du bioréacteur. Cette
caractérisation repose principalement sur 'anatieséa distribution de temps de séjour de la
particule dans la zone labélisée comme problématigour le développement cellulaire
DTSone, de la distribution de temps de séjour de laipdd dans la zone non problématique
DTS\ors zone@insi que sur I'analyse des distributions de temjsspar la particule pour réaliser
un cycle « visite de zone problématique-visite deeznon problématiqueBDTcyce La taille
des zones problématiques et non problématiquesndépe la valeur choisie pour le critére
/kldp, du type de mobile, ainsi que de sa vitesse @gioot L'impact de ces trois grandeurs
sur les distributions de temps a donc été analysé.
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Cette these se cléture bien naturellement par wapitk de conclusion résumant les
informations acquises et proposant diverses petispsc

-45-



Chapitre | : Introduction et état de I'art

Liste des symboles

Re
TCS
TCSQuqdies

TCS;>hear
U

cC Cc| <

—2
u RMS u

Vor

Q

M <

max

moyen

£
Pp

Diamétre du mobile

Diametre des microporteurs

Energie cinétique turbulente

Distance entre deux lignes de flux
Longueur caractéristique

Masse des microporteurs

Vitesse de rotation du mobile

Vitesse minimale de maintien des microporteursuspansion
complete

Nombre de puissance du mobile
Puissance globale dissipee

Nombre de Reynolds

Turbulent collision Severity index
Turbulent collision Severity index modele 1
Turbulent collision Severity index modele 2
Vitesse caractéristique

Vitesse instantanée

Vitesse moyenne temporelle
Fluctuation de la vitesse

Moyenne quadratique de la fluctuation de la vigess

Moyenne quadratique de la vitesse relative entoe de
microporteurs voisins
Volume de la cuve

Fraction volumique de microporteurs
Gradient de vitesse au sein d'un tourbillon

Taux de dissipation de I'énergie cinétique tueinxd
Estimation de la valeur maximale du taux de dsidation

de I'énergie cinétique turbulente
Estimation de la valeur moyenne du taux de digiip

de I'énergie cinétique turbulente
Echelle de Kolmogorov

Viscosité cinématique du fluide
Masse volumique du fluide

Masse volumique des microporteurs
Contraintes de cisaillement

[m]
[m]
[J]
[m]
[m]

[d]

[tour §']

[tour’
1 [
[W]
[-]

[W]
[W]
[W]

[ri]s
sfh
Siiig

[m $1]

iy

fin

[%0]
s
[m%3]

[m? ]

[m? s3]
[m]
[m? s]
[kgth
[Kdm
[N’in

- 46-



Chapitre | : Introduction et état de l'art

Table des figures

Figure I-1 : Classification des bioréacteurs utds en culture de cellules animales sur base
du mode de transmission de I'énergie mécaniqueikeunde culture (Eibl et Eibl, 2009)...24

Figure 1-2 : Design typique d'une cuve agitée. Stowe de I'écoulement moyen généreé (a)
par un mobile axial (b) par un mobile radial...............ooiiiiiiiii 27

Figure |-3 : Représentation physique du modeéle aledscade d’énergie de Richardson et
Kolmogorov. lllustration issue de Jacquin et TaBERO04). ........ccooviieieeiiiiiiiiiiiiiiiies e 28

Figure 1-4 : Non uniformité de la répartition spaleé des grandeurs turbulentes telles que le
taux de dissipation de I'énergie cinétique turbiden (Baldi et Yianneskis, 2004)............... 31

Figure 1-5: L’évolution temporelle de la concertiom en cellules Vero cultivees sur
microporteurs (3 g 1) dans un bioréacteur de 250 mL dépend de la sétele rotation du
mobile. (Hirtenstein et Clark, 1981)........cuccr i ee e e e ee e e e 32

Figure I-6 : Nature des interactions entre les mjgorteurs et les tourbillons en fonction de
|eUrS TAIIIES TEIALIVES. .....coei it e e e 33

Figure 1-7 : Diminution brutale de la vitesse s@pie de croissance des cellules lorsque la
taille de I'échelle de Kolmogorov est inférieurdaamoitié de la taille des microporteurs
(Croughan et al., 1987). ....ccciiiiiieeeeeeetceemmm e e e e e e e e e e e e e e e a e e e e e e e e aaaeeeeees 33

Figure 1-8 : Augmentation de la vitesse spécifigieedéces des cellules avec la valeur du
TCSudiesOU TCShearexprimée en 10 g cm2 & (10 J s%) (Cherry et Papoutsakis, 1989). 35

Figure 1-9 : Comparaison de la structure de I'écenmient moyen de la phase liquide en
présence et en absence de phase solide : Praél ade la composante (a) axiale (b)

Figure 1-10 : Comparaison de la structure de I'étmuent turbulent de la phase liquide en
présence et en absence de phase solide : proél drila composante (a) axiale, (b) radiale
de la moyenne quadratique de la fluctuation detlesge (Guiraud et al., 1997)................... 43

Figure I-11 : Comparaison des profils radiaux declamposante axiale de la vitesse moyenne
pour différents taux d’aération (Zhu et al., 2008)..........ocovvrriiiiiiiiiiiee e, 43

Figure I-12 : Comparaison des champs d’énergie tojué turbulente obtenus dans la phase
liquide en I'absence de gaz (gauche) et en présdiucetaux d’'aération de 0.01 vwvm (Zhu et
| T2 00 12 ) PSRRI 43

-47-



Chapitre | : Introduction et état de I'art

Bibliographie

Baldi, S., Yianneskis, M., 2004. On the quanttilea of energy dissipation in the impeller
stream of a stirred vessel from fluctuating velpcgradient measurements. Chemical
Engineering Science 59, 2659-2671.

Batchelor, G.K., 1977. The effect of Brownian moation the bulk rate in a suspension of
spherical particles. Journal of Fluid Mechanicgitai Archive 83, 97-117.

Bittorf, K.J., Kresta, S.M., 2000. Active voluméraean circulation for stirred tanks agitated
with axial impellers. Chemical Engineering Scieb&¢ 1325-1335.

Bugay, S., Escudi R., Liné, A. 2002. Experimental analysis of hydrodynamics in axially
agitated tank. AIChE Journal 48, 463-475.

Cherry, R.S., Papoutsakis, E.T., 1986. Hydrodycagaffects on cells in agitated tissue
culture reactors. Bioprocess Engineering 1, 29-41.

Cherry, R.S., Papoutsakis, E.T., 1988. Physicalhaeisms of cell-damage in microcarrier
cell-culture bioreactors. Biotechnology and Bioemgring 32, 1001-1014.

Cherry, R.S., Papoutsakis, E.T., 1989. Growth agattdrates of bovine embryonic kidney
cells in turbulent microcarrier bioreactors. Biopess Engineering 4, 81-89.

Chisti, Y., 2000. Animal-cell damage in spargedréaxtors. Trends in Biotechnology 18,
420-432.

Croughan, M.S., Hamel, J.F., Wang, D.I.C., 1988fedEs of microcarrier concentration in
animal cell culture. Biotechnology and Bioenginegi32, 975-982.

Croughan, M.S., E.S. Sayre, and D.I.C. Wang, 1989cous reduction of turbulence damage
in animal-cell culture. Biotechnology and Bioenginag 33, 862-872.

Croughan, M.S., Hamel, J.F., Wang, D.I.C., 2006didgynamic effects on animal cell
grown in microcarrier cultures. Biotechnology anddhgineering 95, 295-305.

Delafosse, A. 2008. Analyse et étude numériqueediets de mélange dans un bioréacteur.
Thése de Doctorat, INSA Toulouse, France.

Doucet, J., Betrand, F., Chaouki, J., 2008. A messf mixing from lagrangian tracking and
its application to granular and fluid flow system£hemical Engineering Research and
Design 86. 1313-1321.

-48-



Chapitre | : Introduction et état de l'art

Ducci, A., Yianneskis, M., 2006. Turbulence kioegnergy transport processes in the
impeller stream of stirred vessels. Chemical Ergyiing Science 61, 2780-2790.

Eibl, D., Eibl, R., 2009. Chapitre 3: Bioreactbos mammalian cells: general overview. Cell
and tissue reaction engineering: principles andtiwe Springer-Verlag, Berlin Heidelberg.

Eibl, D., Eibl, R., Portner,R, 2009. Chapitre Mammalian cell culture technology: An
emerging field. Cell and tissue reaction enginaggrprinciples and practice. Springer-Verlag,
Berlin Heidelberg.

Einstein, A, 1906. Eine neue Bestimmung der Mol@kiénsionen. Annalen der Physik 324,
289-306.

Enders, J.F., Weller T.H., Robbins F.C., 1949. i€aiiton of Lansing strain of poliomyelitis
virus in cultures of various human embryonic tissugcience 109, 85.

Escudié, R., Ling, A., 2003. Experimental analysfifwydrodynamics in a radially agitated
tank. AIChE Journal 49, 585-603.

Escudié, R., Bouyer, D., Liné, A., 2004. Charaesdion of trailing vortices generated by a
rushton turbine. AIChE Journal 50, 75-86.

Escudié, R., Liné, A., 2006. Analysis of turbulerazg@sotropy in a mixing tank. Chemical
Engineering Science 61, 2771 — 2779.

Fishwick, R.P., Winterbottom, J.M., Parker, D.JanFX., Stitt, E.H., 2005. Hydrodynamic

measurements of up- and down-pumping pitched bladenes in gassed, agitated vessels,
using positron emission particle tracking. IndatEngineering Chemical Research 44,
6374-6380.

Harrison, R.G., 1907. Observations on the livingad@ping nerve fiber. Proceedings of the
Society for Experimental Biology and Medecine 4014

Gabriele, A., Nienow, A.W., Simmons, M.J.H., 2009se of angle resolved PIV to estimate
local specific energy dissipation rates for up- dogvn-pumping pitched blade agitators in a
stirred tank. Chemical Engineering Science 64,-123.

Guida, A., Fan, X., Parker, D.J., Nienow, A.\W., iBau, M., 2009. Positron emission
particle tracking in a mechanically agitated sdiigid suspension of coarse particles.
Chemical Engineering Research and Design 87, 421-42

-49-



Chapitre | : Introduction et état de I'art

Guida, A., Nienow, A.W., Barigou, M., 2010. PEPEBasurements of solid-liquid flow field
and spatial phase distribution in concentrated rd@mperse stirred suspensions. Chemical
Engineering Science 65, 1905-1914.

Guida, A., Nienow, A.W., Barigou, M., 2011. Mixingf dense binary suspension: multi-
component hydrodynamics and spatial phase disioibdity PEPT. AIChE Journal 57, 2302-
2315.

Guiraud, P., Costes, J., Bertrand J., 1997. Lwooahsurements of fluid and particle
velocities in a stirred suspension. Chemicabigeering Journal 68, 75-86.

Hirtenstein, M.D., Clark, J., 1980. Tissue CulturéMedical Research. Pergamon, Oxford.

Huchet, F., Liné, A., Morchain, J., 2009. E\ilan of local kinetic energy dissipation rate
in the impeller stream of a Rushton turbine by tmesolved PIV. Chemical Engineering
Research and Design 87, 369-376.

Jacquin, L., Tabelin, P., 2004. Turbulence andrbidons. Note de cours de I'Ecole
Polytechnique Paris, France.

Jaworski, Z., Dyster, K.N., Nienow, A.W., 2001. Th#ect of size, location and pumping
direction of pitched blade turbine impellers onvflpatterns: LDA measurement and CFD
predictions. Chemical Engineering Reseamiid Design 79, 887-894.

Jenkins, N., 2007. Modifications of therapeutic tpirts: challenges and prospects.
Cytotechnology 53, 121-125.

Khan, F.R., 2005. Investigation of turbulent floassd instabilities in a stirred vessel using
particle image velocimetry. Thése de doctorat, ldnggough University, United Kingdom.

Khan, F.R., Rielly, C.D., Brown, D.A.R., 2006. Aeglesolved stereo-PIV measurements
close to a down-pumping pitched-blade turbine. ralbhal Engineering Science 61, 2799 —
2806.

Kilander, J., Rasmuson, A., 2005. Energy dissipatimd macro instabilities in a stirred
square tank investigated using an LE PIV approauh lBDA measurements. Chemical
Engineering Science 60, 6844-6856.

Kresta, S.M., Wood, P.E., 1993. The flowldigoroduced by a pitched blade turbine:
characterization of the turbulence and estonatof the dissipation rate. Chemical
Engineering Science 48, 1761-1774.

-50-



Chapitre | : Introduction et état de l'art

Kresta, S.M., 1998, Turbulence in stirred tanksis@mnopic, approximate, and applied.
Canadian. Journal Chemical Engineering 76, 563-576

Kretzmer,G., 2002. Industrial processes with anin@lls. Applied Microbiology
Biotechnology 59, 135-142

Kumaresan, T., Joshi, J.B., 2006. Effect of ifgradesign on the flow pattern and mixing in
stirred tanks. Chemical Engineering Journal 113-193.

Lakhotia, S., Papoutsakis, E.T., 1992. Agitafimiuced cell injury in microcarrier cultures.
Protective effect of viscosity is agitation intagsi dependent: experiments and modeling.
Biotechnology and Bioengineering 39, 95-107.

Luo, H.P., Kemoun, A., Al-Dahhan, M.H., Fernandeavi#a, J.M., Garcia Sanchez, J.L.,
Garcia Comacho, F., Malina Grima, E., 2003. Analg$ photobioreactors for culturing high
value microalgae and cynobactevi@a advanced diagnostic technique: CARPT. Chemical
Engineering Science 58, 2519-2527.

Maitland, H.B., Maitland M.C., 1928. Cultivationf vaccina virus without tissue culture.
Lancet 215, 596

Marc, A., Olmos, E., 2010. Procédés de culture ansm de cellules animales. Fascicule T.I
bio 6800 des Techniques de I'Ingénieur, Editiot.,TRParis, France.

Martin, T.W., Seville, J.P.K., Parker, T.J., 2008 general method for quantifying dispersion
in multiscale system using trajectory analysis.@ical Engineering Science 62, 3419-3428.

Micheletti, M, Baldi, S, Yeoh, S.L., Ducci, A., Pagakis, G., Lee, K.C., Yianneskis, M.,
2004. On spatial and temporal variations and estisnaf energy dissipation in stirred
reactors. Chemical Engineering Research and D&&igh188-1198.

Ng, K., Yianneskis, M, 2000. Observations on tharthution of energy dissipation in stirred
vessels. Chemical Engineering Research and De8igB34-341.

Papoutsakis, E.T., 1991. Fluid-mechanical damdgmional cells in bioreactors. Trends in
Biotechnology 9, 427-437.

Pianko-Oprych, P., Nienow, A.\W., Barigou, M., 200Q.0sitron emission particle tracking
(PEPT) compared to particle image velocimetry YB.for studying the flow generated by a
pitched-blade turbine in single and multi-phaseesys. Chemical Engineering Science 64,
4955-4968.

-51-



Chapitre | : Introduction et état de I'art

Pitiot, P., 1999. Caractérisation par trajectogragridimensionnelle du mélange dans un
réacteur agité. These de doctorat, Institut Nati®olytechnique de Lorraine, Nancy, France.

Pope S.B., 2000. Turbulent Flow. Cambridge UniwgiBress, Cambrigde.

Portner, R., 2009. Chapitre 2: Characteristics @nmmalian cells and requirements for
cultivation. Cell and tissue reaction engineeripgnciples and practice. Springer-Verlag,
Berlin Heidelberg

Sheng, J., Meng, H., Fox, R.O., 2000. Agdareddy PIV method for turbulence
dissipation rate estimation. Chemical Engineeriogisce 55, 4423-4434.

Stathopoulos, N.A., Hellums, J.D., 1985. Shearsstedfects on human embryonic kidey cells
in vitro. Biotechnology Bioengineering 27, 1021-802

Torré, J.P, Fletcher, T.F., Lasuye, T., Xuereb,2008. An experimental and CFD study of
liquid jet injection into a partially baffled mixghvessel: A contribution to process safety by
improving quenching of runaway reactions. Chemifragineering Science 63, 924-942.

Walsh, G., 2010. Second-generation biopharmaedsticcuropean Journal of Pharmaceutics
and Biopharmaceutics 58, 185-196.

Wittmer, S., Vivier, H., Villermaux, J., 1997. Qlaaterization of mixing by analysis of
particles trajectories. Récents Progrés en Gé@sdPdocédés, vol 11.

Wu, S.C., 1999. Influence of hydrodynamic shearsstron microcarrier-attached cell growth:
Cell line dependency and surfactant protectioropBicess Engineering 21, 201-206.

Xuereb, C., Poux, M., Bertrand, J. 2006. AgitatetnMélange : Aspects fondamentaux et
applications industrielles. Editions L’Usine Nollee Dunod, Paris

Zhou, G., Kresta, S.M., 1996. Impact of geometry tba maximum turbulence energy
dissipation rate for various impellers. AIChE. Jwlr42, 2476—-2490.

Zhou, G., Kresta, S.M., 1998. Correlation mean drop size and minimum drop size
with the turbulence energy dissipation and the flowan agitated tank. Chemical Engineering
Science 53, 2063-2079.

Zhu, H., Nienow, A.W., Bujalski, W., Simmons, H., 2009. Mixing studies in a model

aerated bioreactor equipped with an up- or a downgng ‘Elephant Ear’ agitator: Power,

hold-up and aerated flow field measurements. Cbanttngineering Research and Design
87, 307-317.

-52-









Chapitre 1l :

Sélection de mobiles axiaux pour la culture de
cellules animales adhérentes sur microporteurs
dans un bioréacteur a cuve agitée :
Méthodologie basée sur la comparaison des
mobiles a leur vitesse minimale de maintien des
microporteurs en suspension complete N

RESUIME ...ttt mmeree ettt e e e e e e e sttt et e e eeaeeeaaasssaeaeeeeaanssssseeeeaaeeeeessanssssnnenneeneeeaanns 56
N [ 011 oo 0T 1o o TSP POPPPPPPPRRPTR 57
2 Appareils € METNOUES. .. ...uuiiiiiii e e 60
2.1 DESIGN AE 18 CUVE ...ttt et e e e e e e e e e e bbb r e e e e e aeaaaaaas 60
2.2 Caractérisation des miCroporteurs @LIN...........coviiiiiiiiiiniin i 62
2.3 DISPOSILIT 2D PLLV . ettt e et e et e e e e e e e e e e e e e e e e e e aaaaa 63
2.4 Puissance globale diSSIPEE .........uuuuuiiicemmmmeeeeeeteeeee e et e e e s e s se s s e e e e e e e e e e e e s e e s anaennannrnne 66
2.5 Caractérisation des contraiNteS MECANIQUES ceeeeeeeerrereeeeeeeeieeiie ettt eeereeeeae e e e e s e e s snnnnns 67
B REBSUIALS ...ttt et e e e e e aaeas 69
3.1 Comparaison des sept mobiles a leur vitesse deomt@spective N............occoviviiiiiiicinnn, 69
3.2 Comparaison des sept mobiles a des vitesses dendiacorrespondant a des facteurs
MUIPLCALITS A& Nh.vviiviiiiiiiiii 76
N @ o Tox 11 13 o] o OSSPSR 78
Annexe II-1 : Traitement appliqué sur les images hutes acquises par la caméra P.1.V. pour
obtenir les champs iNStANtaN€Ss d€ VILESSE ... it 80
Annexe |I-2 : Mise en évidence de la nature turbulete de I'écoulement dans les conditions
d’agitation tudi€es dans Ce traVall ...........cceeiveeiiiiee e e e e e e e e e e 84
Annexe 1I-3 : Comparaison des nombres de puissanet de pompage mesurés dans ce travail
par rapport aux valeurs annoncées dans la litteratle ..............ccccvvveieereeeeeiiiciiiiieceeeeeeeee e 89
LiSte deS SYMOIES .......eeiiiiiiiiiiiiiit ettt e et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e 93
=T o] (SN0 [T o [N = PP 95
Table des taDIEAUX ...t 97

(21 0] o To] =T o] o= S 98



Chapitre 1l : Sélection de mobiles axiaux

Résumé

Comme mentionné dans le Chapitre I, le choix dugdedu mobile, des conditions d’agitation et
du design de la cuve qui sont adaptés a la culdeecellules animales adhérentes sur
microporteurs en cuve agitée n’est pas une tackeeai En effet, ce choix doit résulter d’'un
compromis entre, d’'une part, un besoin de mélargdadphase liquide et de maintien en
suspension compléte de la phase solide et, d’patteune limitation des contraintes mécaniques
générees au sein de la phase liquideoriori, un mobile de type axial permet de mieux concilier
ces besoins antagonistes qu’'un mobile radial cgerlere un pompage effectif du liquide qui
maintient les microporteurs en suspension comphéme a des vitesses de rotation relativement
faibles. Cependant, la liste des mobiles axiagpdatiibles est longue. Il n'est pas envisageable
d’appliquer la méthodologie décrite au Chapitreds ces mobiles.

L’étude présentée dans ce chapitre a donc poutebsélectionner deux mobiles axiaux qui seront
étudiés plus en détails dans les chapitres suiva@#pt mobiles axiaux ont été présélectionnés sur
base de leur design et des informations disponitdes la littérature. |l s’agit de deux mobiles
TTP (Mixel) avec des diametres respectifs de 125 etini50 mm, de deux mobiles A315
(Lightnin) avec des diametres respectifs de 125 etrhi50 mm, d’'un mobile A310 (Lightnin)
avec un diameétre de 156 mm, d’'un mobile de la meakMI Rayneri avec trois pales profilées et
un diamétre de 160 mm et, enfin, d’'un mobile deetypElephant Ear » (Applikon) avec un
diametre de 150 mm. La méthodologie adoptée pélectonner les deux mobiles les mieux
adaptés parmi les sept présélectionnés est orgirtah effet, les mobiles ne sont pas comparés a
méme vitesse de rotation ou méme puissance dissipgene cela est généralement fait dans la
littérature. Ills sont comparés a leur vitesse male respective de maintien en suspension
compléte des microporteubds car il s’agit d’'un parameétre clé du procede. [[E déterminée
experimentalement par I'analyse visuelle du congroent de la suspension en fonction de la
vitesse de rotation.

Les mobiles sont comparés sur base de I'écoulemegéen et du stress hydrodynamique qu’ils
générent a cette vitesse de rotaty L'écoulement moyen est décrit a I'aide de mes@®©
P.L.V. réalisées dans un plan vertical de la cuagsant par son axe de symétrie et en supposant
gue l'écoulement est axisymétrique. Le stress dggltamique généré par les mobiles est
guantifié a partir des mesures de la puissanceatglatissipée et des modeles décrits au Chapitre
I. Lévolution de ces grandeurs est également roét€e pour des vitesses de rotation
supérieures a la vitesse minimale de maintien epession compléte car des agrégats de
microporteurs peuvent apparaitre en cours de eultdt faudra alors augmenter la vitesse de
rotation pour parvenir a maintenir ces agrégatsumpension compléte. Les vitesses de rotation
supérieures Blis sont exprimées comme des facteurs multiplicagfselle-ci, soik Ns.

L’analyse de I'écoulement moyen montre que les taebgénerent des écoulements moyens
remarquablement similaires lorsque les mobilesninir & leur vitesséis ou a un facteur
multiplicatif x de celle-ci. Cette analyse met clairement ene®dd que les mobiles EE 150 et
TTP 125 génerent les niveaux de stress hydrodynsies plus faibles et sont donc les mieux
adaptés a la culture de cellules animales.
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1 Introduction

Comme présenté au Chapitre |, les cellules animal@st, de nos jours, cultivées
industriellement dans des bioréacteurs a cuvegesgjour produire des composes protéinés.
Certains types de cellules doivent adhérer a upatisolide pour grandir et se reproduire.
Pour maximiser la surface disponible pour le dgwadmnent cellulaire, ces cellules sont
généralement cultivées sur des microporteurs de GytodexI maintenus en suspension
dans la cuve agitée. Cependant, I'optimisationadbeslitions d’agitation est assez complexe
dans ce type de procédé. En effet, le design culepson diametre, sa position et sa vitesse
de rotation doivent étre choisis pour rencontrerdeux objectifs suivants :
e Maintenir en suspension complete les microporteafia de maximiser la surface
disponible pour le développement des cellules deisna
» Maintenir autour de chaque cellule une concentmatiomogene des divers nutriments
présents au sein du milieu de culture.
Ces deux objectifs sont aisément atteints en dgitegoureusement le milieu de culture.
Mais, comme les études présentées au Chapitramioldrent, les cellules animales et en
particulier celles adhérant sur des microporteorg sensibles aux contraintes mécaniques
générés au sein de I'écoulement par :
» Les contraintes de cisaillement produites a laasarides cellules par des tourbillons dont
la taille est égale ou inférieure a la taille dasroporteurs ;
» Les collisions des microporteurs entre eux.
Le choix du type de mobile et de sa vitesse ddiootaloit des lors résulter d’'un compromis
entre un besoin d’homogénéisation de la phaseesetidie la phase liquide, d’une part, et un
besoin de limitation des contraintes mécaniquesergiges par les cellules, d’autre paA.
priori, un mobile de type axial devrait mieux conciliesdeux besoins qu'un mobile radial.
En effet, les mobiles axiaux sont réputés pourranégpompage effectif du fluide au sein du
bioréacteur, ce qui favorise le maintien en susperges microporteurs méme pour de faibles
vitesses de rotation (lbrahim et Nienow, 2004).

Cependant, un rapide coup d'ceil dans la littéragaientifigue (Roustan, 2005) met en
évidence la diversité des designs existants. Leilmalzial au design le plus simple est la
turbine a pales inclinées (Figure 1I-1). Il enst&idiverses versions se difféerenciant par le
nombre de pales et l'inclinaison de ces dernie@s.nombreuses études (Firezal, 2004,
Jaworskiet al, 2001, Schafeet al, 1998) sur la structure de I'écoulement générécear
turbines a pales inclinées montrent que la présdacertex a I'extrémité des pales limitent
I'efficacité de I'écoulement axial. Le design desgbines a pales inclinées a des lors été
progressivement modifié pour augmenter ses perfocesa Comme le montre la Figure II-1,
ces modifications peuvent étre I'ajout de torsi@mglla forme de la pale, le biseautage de
leurs extrémités, une variation de I'épaisseur ®lachauteur de la pale, ... Les effets de ces
modifications sur la structure de I'écoulement mmysur la structure de la composante
turbulente et sur la répartition des contraintecang&gues ont été étudiés entre autres par
Kumaresan et Joshi (2006) et Ranade et Joshi (198%)té des turbines a pales inclinées,
diverses compagnies ont développé des mobiles signdeomplexe et aux pales profilées
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(Figure 11-2). Les plus connus et les plus étudiéms la littérature sont les mobiles :
« Cheminer HE-3, Prochem Maxflo T, Lighnin A310ghinin A315, Mixel TTP ». Diverses
études comparatives ont montré que ces mobilegsigrdprofilé nécessitent, pour une méme
circulation de liquide dans la cuve, une puissaglodale dissipéd® nettement moindre
gu’une turbine a pales inclinées. lls sont doriten@ent plus efficaces. (Aubet al, 2001 ;
Jaworskiet al, 1996 ; Mavroset al, 1998 ; Wuet al, 2006 ; Zhou et Kresta, 1996a; ...)
Actuellement, des mobiles axiaux aux pales largésl'encombrement solide important sont
de plus en plus utilisés pour la culture de ceflidaimales sur microporteurs en cuve agitée.
En effet, ils sont réputés pour générer de faibmsraintes de cisaillement étant donné la
forme de leurs pales. Le mobile « Elephant Eae tadnarque Applikon ou le mobile B2 de
la marque Hayward Tyler (Figure 1I-3) font partie dette catégorie. Venkat et Chalmers
(1996) ont décrit, a partir de mesures P.T.V.,didement généré par un mobile « Elephant
Ear (EE) » dans les conditions typiques de la callte cellules animales. Zlet al. (2009)

ont étudié le champ moyen de vitesse, la distdonute I'énergie cinétique turbulente et le
champ de vorticité généré par un mobile EE grddesamesures P.1.V. réalisées en présence
et en absence d’'une phase gazeuse lorsque le rpohilee le fluide de bas en haut, ainsi que
lorsqu’il pompe le fluide de haut en bas. Simmensal. (2007) ont étudié les écoulements
générés par le mobile EE et le mobile B2 avec ag@uéré par une turbine a pales inclinées a
méme vitesse de rotation, sur base des mesur&s Btlde puissance. En comparant les
champs moyens de vitesse, la puissance global@gpéhs®t la répartition de I'énergie
cinétique turbulente obtenus a méme vitesse déaotals ont conclu gu’il n’existe aucune
preuve que les mobiles a larges pales générentsna@rcontraintes de cisaillement qu’une
turbine traditionnelle a pales inclinées.

(b) (c) (d)
Figure 1I-1 : Mobile de type :(a) Turbine a 4 palasclinées classique, (b) Turbine a 6 pales incle®
classique, (c) et (d) Turbines a 6 pales inclingas« designs modifiés.

(@) (b) (€) (d) (e)
Figure 11-2 : Mobile de type :(a) Cheminer HE-3, jbProchem Maxflo T, (c) Lighnin A310, (d) Lightnin
A315, (e) Mixel TTP.
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() (b)

Figure 11-3 : Mobile de type (a) B2 de Hayward Tylet (b) « Elephant Ear » d’Applikon.

Cette breve discussion montre que choisir, dandalge gamme de mobiles axiaux
disponibles sur le marché, le mieux approprié poaintenir les microporteurs en suspension,
homogénéiser le milieu de culture et limiter lesitcaintes mécaniques n’est pas une tache
aisée. L'objectif de ce chapitre est de mettrepaint une méthodologie permettant de
sélectionner deux mobiles répondant aux troisrestenentionnés juste avant. Afin de limiter
cette étude comparative a un nombre raisonnablemdbiles, sept mobiles ont été
présélectionnés sur base des informations dispendans la littérature.

Comme ces mobiles ont tous des designs et dest@astiques assez différents, leur
comparaison a méme vitesse de rotation ou a mérssamae dissipée est un peu arbitraire et
manque un peu de sens. Il est plus judicieux gecéenparer sur base d’'un critere lié au
procédé. Comme le role principal du mobile estn@ntenir les microporteurs en suspension
compléete pour maximiser la surface disponible pgewtéveloppement cellulaire, les mobiles
seront comparés sur base de I'écoulement moyene®tcdntraintes mécaniques qu’ils
génerent lorsqu’ils tournent a leur vitesse detiamtaminimale de maintien des microporteurs
en suspension completds. Cette vitesse de rotatidds est déterminée expéerimentalement
par I'observation visuelle du comportement de Ispsmsion. L’écoulement moyen est décrit
a l'aide de mesures 2D P.1.V. réalisées dans umy@dical de la cuve passant par son axe de
symétrie et en supposant que I'écoulement est méBique. Le stress hydrodynamique
généré par les mobiles est quantifié a partir deunas de la puissance globale dissipée et des
modeles décrits au Chapitre I. Nous tenons a famgarquer que I'approche basée sur la
comparaison des mobiles a leur vitesse de rotatipmespective est originale. A notre
connaissance, aucun auteur dans la littérature coimparé I'écoulement et le stress
hydrodynamique généré par des mobiles axiaux dte base. Les mobiles ne seront pas
uniquement compareés a la vitesse de rotatignils seront €galement comparés a des vitesses
de rotation supérieures car divers auteurs (CharBapoutsakis, 1988) ont rapporté que des
cellules animales peuvent se fixer simultanémentpdusieurs microporteurs en cours de
culture, formant ainsi des agrégats qui ne sontnpaistenus en suspension compléts;a
Cependant, pour rester dans la philosophie ada@ée ce chapitre, les vitesses de rotation
plus élevées seront exprimées, pour chaque mabiteme des facteurs multiplicatifs de leur
vitesse de rotatioNjs, SOitx N;s.
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2 Appareils et méthodes

2.1 Design de la cuve

Le design de la cuve utilisée tout au long de aeait de these est illustré a la Figure 11-4.
Cette cuve est parfaitement transparente et estfee en verre borosilicaté. Son fond est
hémisphérique. Son diameétre interheest de 300 mm. Lorsqu’elle est remplie sur une
hauteurH égale a son diametre interiigelle a une contenance de 20 L. Deux contre-pales
en plexiglas sont disposées long de sa paroi a&ions diamétralement opposées. Leur
largeur équivaut au dixieme du diametre interneladeuve b = T/10 = 30 mm) et leur
épaisseur est égale a 2 mm. Leur hauteur et lesitign sont telles qu’elles couvrent
uniquement la zone cylindriquége. qu’elles ne couvrent pas la zone incurvée du fond
hémisphérique. Elles sont donc immergées sur anpgetrh de 172 mm. L’axe de rotation
du mobile est un barreau métallique cylindrique=(@0 mm) dont I'axe de symétrie coincide
avec celui de la cuve. Un mobile d’agitation deety axial » est fixé en bout d'axe. Le plan
horizontal coupant ce mobile a la moitié de sa dwauest distant du fond de la cuve d’'une
hauteurY égale au tiers de la hauteur de liquide dans & ¥ = H/3 = 100 mm). Le
diameétre du mobile d’agitation sera ndtdans la suite de ce travail.

L’axe et le mobile sont mis en rotation par un motdeidolph (RZR 2102 Control, 100 W)
qui permet le contréle la vitesse de rotatibavec une précision de plus ou moins un tour par
minute (rpm). Le mobile tourne dans le sens haglog et exerce un pompage du liquide vers

le bas.
Tableau Il-1: Caractéristiques géométriques de la

- cuve utilisée dans ce travail.
\Y 20 L

T 300 mm

H=T 300 mm

Y =T/3=H/3 100 mm

b=T/10 30 mm

h 172 mm

Figure 11-4 : Design de la cuve utilisée dans cetrail.

Comme le montre la Figure II-5, la cuve en verré es
disposée dans un aquarium parallélépipédique etigias
rempli du méme liquide que la cuve. Ce montag®w p
but de limiter, d’'une part, les déformations opéguues a
la forme incurvée de la cuve en verre et de réddieitre
part, les déformations dues a la réfraction desonsy
lumineux a travers les différents matériaux. L&mble est 7 »
placé sur une structure composée de profilés enimium. Figure 11-5 : Montage optique
Cette structure supporte également un miroir ddit§uacomposé de la cuve, de 'aquarium
optigue incliné a 45° par rapport a I'horizontal@e miroir et de la table en profilé aluminium

permet d’observer la cuve par le dessous. supportant le miroir incliné & 45°.
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Les mobiles présélectionnés ont des designs tréfératits. Leur forme et leurs
caractéristiques sont décrites dans les FigurésallH-10 et dans le Tableau 1l-2. Le rapport
entre le diamétre du mobitket le diamétre de la cuvievarie entre 0.42 et 0.53 suivant le
mobile.

L'hélice TTP de la firme Mixel (Figure 1I-6)
est un mobile axial composé de trois pales =
incurvées et inclinées d’'un angle moyen de_
45°. Comme le montre la Figure II-6, la pale
est composée de quatre paliers successifs. EIE*—“"U{&\
a une épaisseur de 2 mm et une hauteur de 2\7\j’—1’*t>
mm. Deux diametres de mobile sont testés :

125 mm et 150 mm.

L’hélice A315 de la marque Lightnin (Figure
[I-7) est un mobile axial composé de quatre
pales. La Figure II-7 montre que la totalité d
la pale est inclinée a 45°, a I'exception de .
l'extrémité supérieure. Deux mobiles de ce
type sont utilisés. Le premier a un diameétre di f[

125 mm et une hauteur de pale de 35 mm.

second a un diamétre de 150 mm et une

hauteur de pale de 45 mm. Figure II-7 : Design des mobiles A315 (Ligthnin).

L’hélice A310 (Figure 11-8) de la marque
Lightnin est un mobile axial constitué de trois
pales légerement arrondies et inclinées a 45°.
Chaque pale a une épaisseur de 3 mm et upe—T 77—
hauteur de 15 mm. Le diamétre de I'hélice est

de 156 mm.

Figure 11-8 : Design du mobile A310 (Ligthnin).

Le mobile « Three Streamed Blades $3SB)
de fabrication VMI (Figure 11-9) est un mobile
axial composé de trois pales inclinées4&é.

La pale est constituée de trois plateaux. Son
épaisseur est de 2 mm, sa hauteur de 15 mm.
Le diamétre du mobile est de 160 mm. ==

Figure 11-9 : Design du mobile 3SB (VMI).
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Enfin, le mobile Elephant Ear (EE) de la ‘Q.
marque Applikon (Figure II-10gst un mobile ‘
axial composé de trois pales droites inclinées a

45°, L’épaisseur des pales est de 1 mm et leur

hauteur de 95 mm. Le diamétre du mobile est

de 150 mm.

Figure 11-10 : Design du mobile EE ( Applikon).

Dans la suite de ce travail, les mobiles serongdés par leur type (TTP, A315, A310, 3SB,
EE) suivi d'un nombre correspondant a leur diamexgimé en mm (125, 150, 156, 160).

Tableau II-2 : Caractéristiques géométriques deslhiies utilisés dans ce travail.

Diameétre| Hauteur| Epaisseur % du volume de la cuve balaje

Mobile d w e o md®W

(mm) (mm) (mm) par le mobile V., = —;
EE 150 150 95 1 8.39
TTP 125 125 27 2 1.65
TTP 150 150 27 2 2.39
A310 156 156 15 3 1.43
A315 125 125 35 2 2.14
A315 150 150 45 2 3.98
3SB 160 160 15 2 1.50

2.2 Caracterisation des microporteurs et N

]TM

Les propriétés physiques des microporteurs de Gyiedex1™ utilisés dans ce travail sont

repris dans le Tableau II-3.

Tableau 1I-3 : Propriétés physiques des
microporteurs Cytodex1”.

Cytodex1™
Taille (um) 200 a 380
Masse volumique (kg 1) 1030
Concentration (g £) 9
v Concentration (% vol) 18.54
iI'M

Figure 11-11 : Cytodex
adhérées a leur surface.
Pour maximiser la surface disponible pour le dguedément cellulaire, chaque microporteur

doit étre maintenu en suspension. Néanmoinsesgtrpas obligatoire que la concentration en
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microporteurs soit homogene dans I'ensemble duébgieur. Ainsi, pour des raisons
d’économie (limitation de la puissance du moteudet’énergie consommeée), la vitesse de
rotation du mobile d'agitation est généralementigiBopour maintenir la phase solide en
suspension compléte (Figure 11-12) et non en swsperuniforme. Il faut donc déterminer
pour chaque mobile la vitesse de rotation mininagbartir de laquelle aucun microporteur ne
stagne au fond de la cuve plus de 2 ou 3 s. @dtese définit la transition entre une
suspension partielle et une suspension compléte. crltere définissant cette vitesse de
rotation minimale a été défini en premier lieu gasietering (1958). Il a désigné cette vitesse
de rotation par « Just-suspended speed » et I'dbadjsge par le symbolNs. Ce critére et
ces notations sont encore de nos jours largeméiigéat dans la littérature scientifique
(Ibrahim et Nienow, 2004 ; Myeset al, 1994...)

s

o . f -
-\a_r} partielle @ compléte -@- uniforme

Figure 11-12 : lllustration de suspensions (a) paelle, (b) compléte et (¢) uniforme.

Pour chaque mobile, cette vitesse de rotalg@a eté déterminée expérimentalement dans la

cuve de 20 L utilisée dans ce travail par le pro®suivant :

+ 20 L de solution contenant une concentration de.9 de CytodexI™ ont été placés dans
la cuve ;

* Le mobile d’agitation est ensuite mis en rotationn& vitesse élevée afin d’atteindre un
état de suspension uniforme ;

» Lavitesse de rotation du mobile est ensuite réduiine valeur de consigne ;

* Le comportement des microporteurs au fond de |l& @st observé pendant 45 min grace
au miroir incliné a 45° situé sous la cuve ;

» Cette procédure est répétée jusqu’a obtenir la paige vitesse de rotation du mobile
pour laguelle aucun microporteur ne reste poséedond de la cuve plus de 2 ou 3 s.

Cette vitesséjs est déterminée pour chaque mobile avec une poéais 1 rpm.

2.3 Dispositif 2D P.1.V.

La vélocimétrie par image de particules, communénegpelée P.1.V. (Particle Image
Velocimetry), est une méthode optique non intrugdemettant d’obtenir des cartes de
vitesse instantanée dans un plan de I'écoulememntiédt Le schéma de principe de la
technique 2D P.I.V. est illustré a la Figure II-13.
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=

Particules
sphériques

u v
0.0(0.0[0.0/0.0[0.0
0.0(0.0/0.0/0.0/0.0
0.0(0.0/0.0/0.0/0.0
Analyses ¢ 0.0/0.00.0/0.0/0.0

0.0(0.0/0.0/0.0/0.0
0.0(0.0/0.0/0.0/0.0
0.0(0.0/0.0/0.0/0.0
0.0/0.0/0.0/0.0/0.0

Tableau de données

Figure 11-13 : Schéma de principe de la techniqu®z.1.V.

Champ de vecteurs vitesse

Pour obtenir ces champs instantanés de vitesslejde est initialement ensemencé par des
particules de traceur, qui sont de petites pad&iilluorescentes dont la densité est la plus
proche possible de celle du fluide, de maniere aelles suivent I'écoulement de ce
dernier. Une source laser pulsée, dont la longukoinde est susceptible d’exciter les
particules, généere deux impulsions lumineuses éésatlans le temps d'un intervalle
programmable. Ces impulsions traversent un difpogitique qui transforme le faisceau en
un plan lumineux. Les particules présentes dandase sont ainsi éclairées a deux instants
différents.

Une caméra CCD, dont I'axe optique est perpendieulau plan lumineux, enregistre les
positions des particules pour chaque impulsionhemse. Ces positions sont enregistrées sur
des clichés difféerents. Le premier cliché contidahc la position initiale des particules au
tempst, tandis que le second cliché contient la posifioale des particules au tempisAt.

Vu le trés grand nombre de particules par clicHgD(600) et leur ressemblance, il n’est pas
possible d’identifier les positions initiales atdies de chacune des particules et de déterminer
leur vitesse par un calcul du type distance parmdivisée par I'intervalle de temps. C’est
pourquoi le champ instantané de vitesse est détérpar une méthode probabiliste de
corrélation croisée. Pour appliquer cette méthtetejmages acquises par les caméras sont
divisées en zones, par exemple d& 32 pixels2. Le déplacement moyen de plusieurs

moyen
particules comprises dans ces petites zones estnd@é par un traitement de signal en
transformée de Fourier. La vitesse moyenne ddgplas dans chaque zone est obtenue par
une relation du type:

V s = L Droven

M At

ou M est le facteur d’échelle permettant de convenimetres les distances exprimées en
pixels dans les images.
Une explication sur le principe de la corrélationigee ainsi que le détail des traitements
appligués sur les images brutes acquises par la&rea@CD pour obtenir les champs
instantanés de vitesse sont placés a I’Annexedd-te chapitre.

(II-1)
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Le dispositif 2D P.LV. utilisé dans ce travail estmmercialisé par la société Dantec

Dynamics S.A. (Danemark) (Figure llI-14a). Sesg@paux composants sont :

* Un laser Nd-Yag (Figure 1l-14b) a double cavitérdypuissance dexB80 MJ qui produit
un faisceau d’'une longueur d’'onde de 532 nm. Gerlast le modéle Solo 1I-30 de la
marque New Wave Gemini. Il est monté sur un rallissant permettant son
positionnement. Il pulse a une fréquence de 4 Hzfaisceau laser est transformé en un
plan a I'aide d’une lentille cylindrique. L'épa@s du plan laser est de I'ordre de 3 mm;

» Une caméra Hi/Sense fournie par Dantec (Figurettl:l Il s’agit d’'une caméra CCD
(Charge Coupled Device) avec une résolution de 22804 pixels?, équipée d'un
objectif AF Micro Nikkor 60 mm F 2.8D de la marqidkon. L’axe optique de la
caméra est aligné avec la normale du plan éclarélglaser grace a un dispositif de
miroir et de pointeurs laser;

* Un processeur corrélateur en temps réel 2500 aealgue Dantec qui synchronise les
pulses du laser et les acquisitions des coupletsades par la caméra (Figure I1-14d).

* Un logiciel de traitement des images développéetni par Dantec, appelé Flowmanager
(version 4.00.27) ;

* Des particules de traceur en résine de polyamide dlamétre moyen compris entre 5 et
35 pm et d'une masse volumique égale & 1030 Rg r@es particules émettent un
rayonnement aux longueurs d’onde correspondantudniigre visible.

(d)

()

Figure 11-14 : (a) Dispositif 2D P.1.V, (b) Laser M-Yag, (c) Caméra Hi-Sense, (d) Processeur Correlat

Le dispositif P.1.V. est employé dans cette étudergaractériser les champs instantanés de
vitesse et les champs moyens de vitesse générdésspsgpt mobiles d’agitation décrits dans
la section précédente. Pour chaque mobile, leuune®ssont réalisées a six vitesses de
rotation :Njs, 50 rpm, 67.5 rpm, 85 rpm, 102.5 rpm et 120 rpAour chaque condition, le
champ moyen de vitesse est obtenu par la moyenri#b@ehamps instantanés de vitesse.
Comme expliqué dans le Chapitre I, le fluide modeiksé lors de ces campagnes de mesures
P.L.V. est I'eau car il présente 'avantage d'éteesparent et d’avoir la méme viscosité que le
milieu de culture.

Comme mentionné ci-dessus, I'ensemble des traitemagapliqués sur les images brutes et la
maniere dont nous avons fixé les parametres déraigsments sont détaillés dans I'’Annexe
[I-1. Cependant nous attirons I'attention desdars sur le choix de la taille de la fenétre
d’interrogation (ici 3% 32 pixels?), dans laquelle le déplacement moyenpdescules est
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calculé par transformée de Fourier. Ce choix @st d'étre anodin. En effet, il définit la
résolution spatiale des mesures car seules lestigtes de I'écoulement turbulent dont la
taille est égale ou supérieure a celle des fené@ieterrogation peuvent étre étudiées par
P.L.V. Cette résolution est d’autant meilleure daetaille des fenétres d’interrogation
exprimée en mm est petite. Pour réduire cettietaih peut, d’'une part, réduire le nombre de
pixels par fenétre d’interrogation (832 pixels?2 ou 1816 pixels?, ...) et, d’autre part,
diminuer la taille physique d’'un pixel. Pour unen@ra possédant une résolution fixée, la
taille du pixel est d’autant plus petite que lemeisions (exprimés en m) de la zone de
I'écoulement vue par la caméra sont faibles. Aipseur améliorer la résolution spatiale des
mesures 2D P.1.V., seule la moitié droite de laecest étudiée. L’'étude de I'écoulement sur
'ensemble de la hauteur de la cuve est réaliséalax étapes, la caméra observant
successivement la partie inférieure (cadre blelg partie supérieure (cadre rouge) telles que
représentées sur la Figure 1I-15. L’étude de ldement dans I'ensemble de la cuve est
basée sur I'hnypothese que I'écoulement est axiswmét autour de I'axe de rotation du
mobile. Ayant choisi des fenétres d’interrogatitn32x 32 pixels?, la résolution spatiale des
mesures 2D P.I.V. vaut 2.6 mm. Cette valeur cpord a la distance entre deux vecteurs de
vitesse voisins.

r/R=-0.34 r/R=1.03

y/H=0.4

Figure 11-15 : Zone inférieure (cadre bleu) et zongupérieure (cadre rouge) de la cuve successivement
observées par la caméra lors des mesures 2D P.I.V.

2.4 Puissance globale dissipée

Le moteur Heidolph (RZR 2102 Control, 100 W) estip§ d'un dispositif permettant de
mesurer le couple exercé sur I'axe d’agitation ldessa rotation. Ce couple doit vaincre
l'inertie du fluide qui s’oppose a sa mise en mouneat. Il est donc lié a la puissance que
doit fournir le mobile pour mettre et maintenirfl@ide en mouvement. Cette puissance sera
in fine dissipée par frottement visqueux sous forme deeahau sein de I'écoulement, ce qui
explique la terminologie « puissance dissipée orsldes mesures de couple, la contribution
des frottements internes du moteur n’est pas regig. Une procédure de calibration est
donc nécessaire pour I'évaluer et la soustraireetteCprocédure comporte les étapes
suivantes :
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1) L’axe de rotation du mobile est retiré du mandrin d
moteur ;

2) Le moteur est mis en fonctionnement a la vitesse de
rotation souhaitée. Un bouton « calibration » petrde
mettre «a zéro » la valeur affichée du couple. Le
moteur est mis a l'arrét ;

3) L’axe de rotation du mobile est remis dans le miandr

du moteur ;
, .. 4) Le moteur est mis a la vitesse de rotation souhaitéa
Figure 11-16 : Panneau de contrdle e N
du moteur Heidolph RZR 2102. mesure du couple s’affiche sur son panneau dedentr

Notons quevia ce mode opératoire, le couple mesuré comporte demposantes :

* Le coupleT’ provenant de la résistance du fluide a se mettnm@ivement et qui est la
composante que nous souhaitons mesurer ;

* Le couple da a l'inertie de I'axe de I'agitationdat mobile.

Pour estimer cette deuxieme composante du cogpteéine mode opératoire a été répété en

placant le mobile dans I'air. Il est apparu qué#eceomposante du couple était négligeable,

ce qui peut s’expliquer par la petite taille desoites d’agitation et de I'axe d’agitation.

A partir de la mesure du couplé aprés calibration, la puissance dissipée est estrag:
P=NT (II-2)
ou N’ représente la vitesse de rotation du mobile ex¢gien rads

La puissance dissipée peut étre reliée aux congditipératoires par la relation :
P=p N,N°d® (1-3)
ou p, est la densité du fluidéy la vitesse de rotation du mobile,son diametre.N, est le

nombre de puissance du mobile. Il s’agit d’'un nmmbonstant lorsque I'’écoulement est
turbulent et dont la valeur est fonction du moketie€le sa position dans la cuve.

La précision sur le couple mesuré au niveau du un@tst d’autant meilleure que la vitesse de
rotation du mobile est élevée. Or, les vitessesodation étudiées dans ce chapitre sont
relativement faibles. Il y a donc un risque impattd’erreur sur I'estimation d@ a partir de

la Relation 1I-2. Pour réduire cette erreur, leseurs deP présentées dans ce chapitre sont
calculées a partir de la Relation 1I-3 by est déduit des mesures de la puissance dissipée a
des vitesses de rotation éleveées.

2.5 Caractérisation des contraintes mécaniques

Le but du présent chapitre est de classer les gwBilir base des contraintes mécaniques
gu’ils générent au sein de I'écoulement lorsqutdsirnent a leur vitesse de rotatidis
respective ou a un facteur multiplicatif de cellecdNs. Des outils doivent donc étre définis
pour caractériser et quantifier ces contraintesaméces. Dans le Chapitre |, les deux
principales sources de stress hydrodynamique émhises en évidence. |l s’agit :
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Des contraintes de cisaillement généré par desitlmms dont la taille est égale ou
inférieure aux microporteurs. La présence de sgitece de stress hydrodynamique peut
étre évaluée en comparant au diamétre des miceapertla taille des plus petits
tourbillons présents au sein de I'écoulement (&flehde Kolmogorovi, ) ;

Des contraintes mécaniques résultant des colligatre microporteurs. L’intensité de ce
stress hydrodynamique peut étre évaluée par ladgm T CS définie par Cherry et

Papoutsakis (1987) et donc I'expression dépend étanmisme d’interaction choisi.

Pour

rappel, le mécanismECSqgies Se€ra choisi si I'échelle de Kolmogorov est du méardre
de grandeur que la taille des microporteurs tagdéesle mécanismeCShearS€ra choisi si
elle est nettement plus grande.

Ces grandeurs, introduites au Chapitre |, dépenodeies du taux de dissipation de I'énergie
cinétique turbulente via les relations :

TCSeddies = Vs,r (

TCSshear = Vlfr (
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Cependant, I'application de cette formule ne fauoume estimation fiable de que si la
résolution spatiale des mesures P.1.V. est inféziew égale a I'échelle de Kolmogorov. Or,
cette derniére est de l'ordre de quelques dizauo@® une centaine de um. L’'obtention
d'une résolution spatiale de quelques dizaines e gu niveau des champs de vitesse
mesurés avec une caméra munie d’'un capteur dexl®B0 pixel$ implique que la zone
observée par la caméra soit tres petite (envirom?. Deés lors, la détermination dedans
'ensemble du demi plan axial éclairé par le laerompris entre la paroi de la cuve et I'axe
de rotation du mobile (environ 400 cm?2) nécesditeta découper la zone étudiée en 200
petites zones, ce qui n'est pas envisageable.

-68-



Chapitre 1l : Sélection de mobiles axiaux

Par ailleurs, une valeur moyenne du taux de digsipae I'énergie cinétique turbulente dans
'ensemble de la cuve peut étre estimée a partiagmiissance globale dissipée au sein de
I’écoulement par :

P _N/N°d®
204 Y
Cependant, cette valeur correspond a une valeuemmé&g sur I'ensemble du volume de la
cuve. Or, il a été clairement mis en évidence aap@re | que le taux de dissipation de
I'énergie cinétique turbulente n’est pas répartindaniere homogene dans la cuve. |l est
nettement plus intense dans la zone balayée parolile. Pour estimer une valeur plus
proche des valeurs rencontrées dans cette zofaeit itiviser la puissance dissipée, non pas
par le volume totale de la cuve mais par le volume balayée par le moMlg, , :

‘gmoyen -

(11-8)

P P _4N_N°d®

T oV 2 W
pl swept pl(n(gj W]

Ainsi, les valeurs de I'échelle de Kolmogordy et deTCSsont estimées par les Relations

(11-9)

‘gmax

[I-4 & 11-6 dans lesquelles est successivement estimé par la Relation [1#B%t

3 Reésultats

3.1 Comparaison des sept mobiles a leur vitesse de rotation
respective N js

Dans cette section, les sept mobiles étudiéscmnparés sur base de I'écoulement moyen et
sur base des contraintes mécaniques qu’ils génarersein de la phase liquide lorsqu’ils
tournent a leur vitesse de rotation minimale dentien en suspension compléte des
microporteursN;s. La comparaison est réalisée a cette vitessetdéan bien spécifique car
elle est une grandeur caractéristique du procdetgur obtenir la valeur dis pour chaque
mobile, la procédure décrite au Point 2.2 a étdiquge. La caractérisation de I'écoulement
moyen est réalisée par l'analyse des mesures PthMdis que la quantification des
contraintes mécaniques est obtenue a partir deekuma de la puissance globale dissipée et
par I'application des Formules II-4 a 11-9. L’agsé des résultats présentés dans cette section
est basée sur les valeurs présentées au Tabléaai Hu Tableau II-5.

Les mobiles n'ont pas tous la méme capacité detraaien suspension des microporteurs car
la vitesseN;s (colonne 2, Tableau II-4) varie fortement d'un ntela I'autre. Les mobiles
peuvent étre classeés en trois catégories. La preroatégorie contient le mobile EE 150 qui
présente d’excellentes performances car il panaemiettre les microporteurs en suspension
complete a partir d'une vitesse de 20 rpm. La desug catégorie regroupe les mobiles
A310 156, TTP 125, 3SB 160 et A315 125 car ils @mésnt tous des valeurs Ng similaires,
comprises entre 49 et 54 rpm. La derniere catégoontient les mobiles TTP 150 et
A315 150 qui présentent des performances internmédiaentre les deux précédentes
catégories. En effet, ils maintiennent les micrtgurs en suspension compléte a partir de
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Chapitre 1l : Sélection de mobiles axiaux

vitesses de rotation deux fois plus élevées quendbile EE 150 (40 rpm et 38 rpm,
respectivement) mais 20% plus faibles que les resli€ la deuxieme catégorie.

Tableau II-4 : Présentation pour chaque mobile da gitesse de rotation minimale de maintien des
microporteurs en suspension complétg,Me la constante S de la corrélation de Zwieteridg nombre de
Reynolds de I'écoulement & la vitesse de rotatigq ée la moyenne et du percentile 90 de la distribnt

numérique du champ moyen de vitesse a la vitessetiion N et du nombre de puissance du mobile.

. st S Re Vmoyen Voo Np
Moblle | (rom) 0 0 msh) | msy | O
EE 150 20 1.62 7 350 0.025 0.05 2.14

A315 150 38 3.07 13 965 0.029 0.055 0.90
TTP 150 40 3.23 14 700 0.030 0.055 0.46
A310 156 49 4.09 10 476 0.031 0.06 0.25
TTP 125 50 3.46 12 760 0.024 0.045 0.37
3SB 160 53 4.52 22 161 0.032 0.065 0.22
A315 125 54 3.74 13781 0.030 0.06 0.58

La diversité de résultats obtenus alors que lepr@iés physiques de la suspensionR.(3%
Ap,v), sont constantes, indique que la valeuNdelépend fortement du design du mobile et
de son implantation dans la cuve. Cette constatast soutenue par diverses corrélations
disponibles dans la littérature. Citons la plusrage qui est la corrélation de Zwietering
(1958).

st — Sd ,()).2 l/O.l g 045 A,O 045 %gj%e pl—0.45 d—085 (“_10)
Pour élaborer cette corrélation, Zwietering a séalun panel d’expériences dans diverses
géométries de cuve, avec différents types de nwldteen faisant varier les propriétés
physiques de la suspension. Il a constaté que catigories de grandeur apparaissent dans
sa corrélation :
* La premiere catégorie regroupent des variablescessaux caractéristiques physiques

de la suspensiordf, v, g, %saide A0, 0,). Il @ Observé que les exposants apparaissant

sur ces grandeurs dans la corrélation sont totaiemeéependants du type de mobile et de
la géométrie de la cuve ;

» La seconde catégorie regroupe des grandeurs liGeg@ométrie de la cuvel,(T, d/T,
WIT, Y/T et au design du mobile. Leur effet Sy est également totalement décorrélées
des propriétés physiques de la suspension.

Dans la corrélation de Zwietering et dans d’aut@sélations disponibles dans la littérature

telles que, par exemple, celle de Raghava Baal, (1988), les effets des grandeurs

géomeétriques et des propriétés du mobileMune sont pas clairement explicités. Ils sont
regroupés dans la constai@e La valeur de cette constante et son évolutiofoeation des
parametred, Y/T, d/T etW/Tont été établies a I'aide de plans d’expériences des mobiles
classiques tels que la turbine de Rushton ou harteira pales inclinées. Ce travail n'a pas été
fait pour des mobiles commerciaux comme ceux @slidans cette thése. Des lors, la valeur
de S est indéterminée pour ces mobiles et il n’estpuEssible de prédira priori leur valeur

-70-



Chapitre 1l : Sélection de mobiles axiaux

de Njs en employant une corrélation comme celle de ZwiegerA postériorj par contre, la
valeur deS de chaque mobile peut étre calculée connaissqd@riexentalement la valeur de
N;s et les propriétés physiques de la suspension.réseltat obtenu est présenté dans la
colonne 3 du Tableau 1l-4. Les valeursStearient entre 1.62 pour le mobile EE 150 a 4.52
pour le mobile 3SB 160. Comme la valeurSigépend fortement du design du mobile, il ne
nous est pas possible de faire de nombreux comiremntsur les valeurs obtenues. Nous
pouvons juste constater que la valeuSgmur un design de mobile donné (A315 ou TTP) et
une valeur constante &&T diminue lorsque legatio d/T et W/Taugmentent. Ces résultats
sont en accord avec les travaux de RaghavaeRab (1988) réalisés sur des turbines a pales
inclinées. Les auteurs concluaient que des p&ticsolides sont d’autant plus facilement
mises en suspensione( faible Njs) lorsque le jet de liquide a la sortie des palesndbile est
large {.e. d/Tgrand) et proche du fond de la cuve.(soit unY/T petit ou soit unN/T grand
pour unY/T constant).

Toutes les grandeurs présentées au Chapitre hstlda sections précédentes du Chapitre I
sont basées sur des relations valables uniquemidtailement dans la cuve est pleinement
turbulent. Or, les valeurs dé¢s déterminées expéerimentalement sont relativeméieta ||
pourrait donc y avoir un doute sur le caracterinphaent turbulent de I'écoulement au sein
de la cuve. Heureusement, les valeurs du nombRegaolds, présentées dans la colonne 4
du Tableau II-4, semblent confirmer le caractéerbulent de I'écoulement puisqu’elles sont
nettement supérieures a 1000. De plus et comne aadté rappelé au Chapitre |, une
propriété particuliere de I'écoulement turbulent lésvariance des profils de vitesse avec la
vitesse de rotation lorsque ces profils sont norpeisla vitesse en bout de pale. Cette
propriété a été vérifiée grace aux mesures P.kcYuiaes aux diverses vitesses de rotation.
Afin de ne pas diluer I'information présentée daeschapitre, cette étude est reprise en
Annexe Il -2. Dans cette étude, on montre égal¢meaa les nombres de puissamgeet de
pompageNg, de chacun des mobiles sont indépendants de laseitde rotation dans la
gamme de vitesse testée. Ces deux invarianceggal@ment des caractéristiques typiques
de I'’écoulement pleinement turbulent.

Une fois les valeurs d&ls déterminées, les mobiles peuvent étre comparédase de
I’écoulement moyen et du stress hydrodynamiqudsjgé&nérent au sein de la phase liquide
dans ces conditions.

La Figure II-17 montre les champs moyens de vitesssurés par P.l.V. pour chaque mobile
utilisé a sa vitesse de rotatitds. L'intensité du niveau de gris indique lintersitle la
vitesse correspondant a I'écoulement moyen tangisles fleches indiquent la direction de
I'écoulement. Comme indiqué précédemment, seuladdié droite de I'écoulement a été
mesuré par P.L.V.. Les champs moyens de vitesseptés ci-dessous sont donc bordés a
droite par la paroi de la cuve et a gauche paeld& rotation du mobile. Un masque a été
appligué sur la zone balayé par les pales du mabileces derniéres génerent des artéfacts
dans les images acquises par la caméra introdussasit des erreurs importantes dans les
mesures P.L.V..
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L’'analyse de la structure de I'écoulement moyen tn@omue les mobiles généerent des
écoulements moyens similaires lorsqu’ils tournenéwr vitesse de rotatioNjs respective.
Tous les mobiles présentent des écoulements mogengposes de deux boucles de
recirculation et la gamme de variation de la viekscale dans ces champs moyens est
comprise entre 0 et 0.1 rt.s

0.12

0.12

0.12 -

0.12

£ Figure 11-17 : Champs
i moyens de vitesse :

"
et

(&) TTP 125- 50 rpm
s (D) TTP 150 — 40 rpm
(c) A315 125 — 54 rpm
**  (d)A315 150 - 38 rpm
(e) A310 156 — 49 rpm
(f) 3SB 160 — 53 rpm
e  (g) EE 150 — 20 rpm.
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La moyenne et le percentile 90 des champs moyenstekse sont présentés, pour chaque
mobile, dans les colonnes 4 et 5 du Tableau I1G4s valeurs sont extrémement proches les
unes des autres et elles confirment donc la sud#itexistant entre les écoulements moyens
genérés par les mobiles utilisés a leur vitégseespective. Diverses études disponibles dans
la littérature semblent appuyer ce constat. Pamgke, Baoet al. (2002) montrent que
différents mobiles axiaux génerent au fond d’uneecuoarrée une méme vitesse moyenne
lorsqu’ils maintiennent juste en suspension ddedilie verre. Isbrahim et Nienow (1996)
mentionnent clairement dans leur étude que la ssgme d’'une phase solide dans une phase
liquide semble en grande partie controlée par Uémment moyen généré par le mobile.
Enfin, Nikhade et Pangarkar (2007) énoncent ledéorttme des états hydrodynamiques
correspondants sur base d'une étude analysantelficoent de transfert entre une phase
solide et une phase liquide en fonction de I'écmglet. Ce théoréme dit WU méme
coefficient de transfert dans une cuve agitée ktm pour des géométries et des conditions
opératoires différentes pour autant que la cuvesfiomne a un méme ratio NNt un méme
nombre de Schmidt. Ces deux dernieres grandedisisd&nt de maniére univoque I'état
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hydrodynamique correspondant £ette étude conforte particulierement bien leckhmions
faites dans ce paragraphe, car le coefficientalestert de matiére atteint sa valeur maximale
a partir de la vitesse de rotatibip (Nikhade et Pangarkar, 2007).

Pour quantifier le stress hydrodynamique générécpague mobile, il est nécessaire de
quantifier la puissance globale dissipBe, Les vitesses de rotation correspondalNj &tant
petites, I'estimation d@ par la mesure directe du couple serait entachéeedjrande erreur.
La puissance globale dissip&est donc calculée par la Relation 1I-3 ou le nanbe
puissancé\, a eté déterminé par des mesures de couple atdeses de rotation plus élevées.
Les valeurs du nombre de puissance sont présataé@eda derniére colonne du Tableau II-4.
Elles sont en bon accord avec celles présentés ldaligérature. Pour des raisons de
lisibilité, cette comparaison des valeurs mesugiedes valeurs issues de la littérature est
reprise a '’Annexe II-3 de ce chapitre. Cette étotkt également en évidence que le nombre
de puissance d’'un mobile dépend de sa position ldanisve, de son diamétre et de la forme
du fond de la cuve.

Tableau II-5 : Comparaison des mobiles sur base deatraintes mécaniques qu’ils générent a leur @se de
rotation N respective.

P A AK,moyen A /1K ,min TCS TC$

Mobile T d ShL d moyen max

(W) (Lm) (_3 (Lm) (_; (1053 wW)| (10 w)
EE 150 0.0060 | 240 0.96 129 0.52 1.30 53.38

A315150 | 0.0174 | 184 0.74 82 0.33 6.35 | 801.45
TTP 150 0.0103 | 210 0.84 82 0.33 2.91 | 790.85
A310156 | 0.0128 | 199 0.79 69 0.28 4.00 | 2332.11
TTP 125 0.0066 | 234 0.94 85 0.34 1.48 | 695.45
3SB 160 0.0162 | 187 0.75 65 0.26 5.74 | 3101.06
A315125 | 0.0129 | 199 0.79 76 0.30 4.06 | 1288.90

La connaissance du nombre de puissance rend po$sstimation de la puissance globale
dissipéeP, des valeurs du taux de dissipation de I'’énengibulentes Enax €t du stress

moyen?
hydrodynamique correspondant. Les valeurs numesigle I'échelle de Kolmogorov et du
TCSprésentées au Tableau II-5 permettent de carsetda stress hydrodynamique généré
par chacun des mobiles tournant a sa vitesse agoml;s. Dans chaque cas, deux valeurs de
I'échelle de Kolmogorov et dICSsont présentées. Elles correspondent aux deudrsadel
taux de dissipation de I'énergie cinétique turbtden calculées par les Relations II-8 et 1I-9
et qui considérent respectivement une valeur mayelez dans I'ensemble du volume de la
cuve ou une valeur plus proche de la valeur maxrpaésente dans la zone balayée par le
mobile. Les valeurs d@CS sont calculées en utilisant la relation baséelsumodele

« eddies » (Equation 1I-5) puisque les valeurs deselles de Kolmogorov moyenne et
« maximale » sont du méme ordre de grandeur giadllades microporteurs.
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Avant de classer les mobiles, comparons les valdwrBableau II-5 obtenues a la vitesse de
rotation N;s aux valeurs seuils a partir desquelles des domsnagkulaires sont observes
d’apres la littérature scientifique. Les valeuns Tableau II-5 correspondent au niveau
minimal de stress hydrodynamique qui peut étre aeimé dans un bioréacteur en
fonctionnement car si on souhaite maximiser la am@f solide disponible pour le
développement cellulaire, il n’est pas possibléediire fonctionner a une vitesse de rotation
inférieure aN;s. Cherry et Papoutsakis (1988) ont rapporté umgenaatation de la vitesse de
mort cellulaire de cellules de fibroblaste humaorstiue le rapport entre I'échelle de
Kolmogorov et le diametre des microporteurs esériefir & environ 0.5 (Figure [I-18).
Croughanet al. (1989) ont observé un phénoméne similaire sur ckikiles de rein
d’embryon bovin lorsque la valeur d&cSdépasse %10 W (Figure 11-19). Les valeurs
présentées dans les colonnes 4 et 7 du Tableguglisont calculées en supposant que la
puissance mécanique se dissipe de maniére unifdame 'ensemble du volume de la cuve,
semblent indiquer que le stress hydrodynamiquet pas néfaste pour les cellules animales
puisque les valeurs obtenues sont en dessous diés sPar contre, les valeurs présentées
dans les colonnes 6 et 8 calculées en supposantagpaissance mécanique se dissipe
uniguement dans le volume balayé par le mobile reabtqu’il existe un risque de stress
hydrodynamique néfaste dans cette zone puisquevdésurs seuils sont dépasseées.
Cependant, ce n’est pas tout a fait correct caiease fraction de la puissance globale, de
I'ordre de 40%, se dissipe dans la zone balayé&paobile (Kharet al, 2006). Néanmoins,

méme si on applique un facteur correctif sur ldswa deg,,, calculées, on conserve des

valeurs de I'échelle de Kolmogorov et AICS du méme ordre de grandeur que celles
présentées dans les colonnes 6 et 8 du Tableguclkégi-a-dire au-dela des valeurs seuils.
L’ensemble de ces résultats indiquent donc quessiriobiles testés tournent a leur vitesse de
rotation minimaleN;s, globalement dans I'ensemble de I'écoulementrissthydrodynamique
n’atteint pas un niveau néfaste sauf dans une lroitée autour du mobile d’agitation.
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Figure 11-18 : Evolution de la vitesse spécifique Figure 11-19 : Evolution de la vitesse spécifique
de mort (1), de la croissanced), de la de mort (1), de la croissanced, de la population
population maximale §) aprés 24 h4) en maximale @) aprés 24 h4) en fonction de la
fonction de la taille de I'échelle de Kolmogorov. valeur de TCS.

Les valeurs présentées dans le Tableau II-5 perntettissi de classer les mobiles en fonction
du niveau de stress hydrodynamique généré lorsquilrnent respectivement a leur vitesse
de rotationN;s. Le stress hydrodynamique est d’autant plus sgejue la taille de I'échelle
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de Kolmogorov est petite par rapport aux micropgdeet que la valeur dECSest grande.
Le classement obtenu va dépendre de la maniérgndkede taux de dissipation de I'énergie
cinétique turbulentes :

Si¢ =P/ pV (Relation 1I-8), on obtient, par ordre croissaatstress :

moyen

EE 150 < TTP 125 <TTP 150 < A310 156 < A315 12558 160 < A315 150

Si par contres,,, = P/ p\V,

swept

EE 150 < TTP 125 < TTP 150 <A315 150 < A315 1253164156 < 3SB 160

(Relation 11-9), on obtient, par ordre croissaatstiress :

Cette différence entre les classements est duaitgfe, dans le premier cas, le volume
considéré pour la dissipation de la puissance eeshdme pour tous les mobiles, égal au
volume de la cuve, tandis que dans le second eagmllume considéré est égal au volume
balayé par le mobile qui dépend de sa taille et design. Cependant, les deux mémes
mobiles arrivent en téte des deux classements’adit des mobiles EE 150 et TTP 125. La
différence entre ces deux mobiles et les cing awdst surtout significative lorsque le stress
hydrodynamique est évalué sur base des grandelgtdéess sur 'ensemble de la cuve. En
effet, les valeurs obtenues pour I'échelle de Kagarov sont au minimum 10% plus élevées
gue celles obtenues pour les autres mobiles ascebitenues pour TECS4giesSONt aU MOINS
deux fois plus faibles. Lorsque le stress hydradiyigue est calculé sur base de la puissance
dissipée dans la zone balayée par le mobile, sigsbut le mobile EE 150 qui se différencie
des autres. Les valeurs relatives au mobile TTR fe&fent plus favorables que celles des
mobiles TTP 150 et A315 150, mais elles s’en ragipeat. Ceci est di a la différence de
volume balayé par le mobile. Dans le cas des reslHE 150, TTP 150 et A315 150, le
volume balayé est grand et la puissance dissipgédoes divisée par une valeur élevée pour
calculere__ . Le volume balayé par le mobile TTP 125 étantemeént plus petit, la valeur

utilisée pour normer la puissance est plus faible.

En conclusion a cette section, tous les mobilesciéhnés ont une vitesse minimale de
maintien en suspension compléte des microportelativement faible. Lorsqu’ils tournent

chacun a la vitesse qui leur est propre, ils géniéaus des écoulements moyens qui sont
remarquablement similaires entre eux. Le classerdesa mobiles en fonction du stress
hydrodynamique qu'ils créent a leur vitesse detimta\;s met en évidence la supériorité des
mobiles EE 150 et TTP 125. En effet, ces deux lastsont caractérisés par les rapports

’% les plus élevées et les valeurs S gies l€S plus faibles. Suivant que ces deux
p

grandeurs sont estimées sur base d’une moyenneusue volume de la cuve ou uniqguement
sur le volume balayée par le mobile, le stressdggiramique est inférieur ou supérieur aux
valeurs seuils annoncées dans la littérature. @ut plonc en conclure que le stress
hydrodynamique ne devrait pas étre critique damsseémble de I'écoulement, sauf dans la
zone balayée par le mobile.

Cette analyse montre a quel point la définitionddsign d’'un bioréacteur pour la culture de
cellules animales est une tache délicate. En,afféine en choisissant des designs de mobile
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a priori bien adaptés et en travaillant a la vitesse mild@ntee maintien en suspension

complete des microporteurs, un stress hydrodynasmiqientiel néfaste peut déja apparaitre
dans une petite partie de I'écoulement.

L’évaluation du stress hydrodynamique local et @mmaraison aux seuils critiques relevés
dans la littérature feront I'objet d’'une analyseltodynamique approfondie dans le Chapitre
1.

3.2 Comparaison des sept mobiles a des vitesses de rotation N
correspondant a des facteurs multiplicatifs de N s

Dans cette section, nous décrivons I'évolution ¢oulement moyen et du stress
hydrodynamique générés par les sept mobiles lorsgsi@erniers tournent a des vitesses de
rotations supérieures a la vitedde La détermination de ces évolutions est impoetaatr,

en pratique, il est possible que le bioréacteuctionne a une vitesse de rotation supérieure a
N;s pour parvenir a maintenir en suspension complét® abjrégats de microporteurs se
formant en cours de culture suite a 'adhésion @’orféme cellule sur plusieurs billes. Pour
chaque mobile, ces vitesses de rotation sont eéesmomme des facteurs multiplicatifs de la
vitesse minimale de maintien en suspension comgigenicroporteurs isolés, soil.

L’évolution de I'écoulement moyen avec cette viteds rotatiorx Ns est strictement linéaire.
En effet, dans la section précédente, nous avomsrénque I'écoulement était turbulent. Il se
caractérise donc par un écoulement moyen indépéeddda vitesse de rotation du mobile, si
le champ moyen de vitesse est normé par la vies$mut de pale. Ainsi, si on considére un
point de I'écoulement ou la valeur adimensionnelée vitesse est égale & la vitesse
moyenne en ce point pour la vitesse de rotatjgmaudra :

"\/st
ou le terme entre parenthése correspond a la gitegsaire a I'extrémité de la pale.
Pour une vitesse de rotationNs, elle vaudra :

’Vx Njs

Ce raisonnement est valable en tout point de I'eroent. Ce dernier évolue donc bien
linéairement. L’évolution linéaire de I'écoulememtoyen en fonction de la vitesse de
rotation du mobilex Ns a été verifiee expérimentalement a partir des neeseD P.L.V.. La
Figure 11-20 et la Figure II-21 présentent les ftegs obtenus. Sur ces figures, chaque point
correspond a la valeur moyenne (Figure 11-20) owpercentile 90 (Figure 11-21) du champ
moyen de vitesse mesuré par P.L.V.. Les poin&gifela un méme mobile sont parfaitement
alignés ce qui confirme I'évolution linéaire du offamoyen de vitesse. Numériguement, on
observe que des valeurs approximativement douldas abtenues lorsque la vitesse de
rotation passe dds a 2N;s.

Cette évolution linaire du champ moyen de vitesgecda vitesse de rotation a de fortes
implications pour la sélection de la vitesse datroh qui permet de maintenir en suspension
complete un agrégat de microporteurs. En effebnsda section précédente, nous avons
montré que lorsque les mobiles tournent chacun ud ietesse N, ils générent des

=a(mNd) (I-11)

—_—

=a(rxNd) = X”VN,-S (11-12)
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écoulements moyens remarquablement similaires tht de vue de leur structure et de la
gamme de vitesse. Il semble dés lors logique dsgreque pour maintenir en suspension
compléete un agrégat donné de microporteurs, ilriagdlectionner pour tous les mobiles une
vitesse de rotation correspondant a un méme fantaltiplicatif x Njs de leur vitessélis. Sur

la Figure 11-20 et la Figure 11-21, les droites @apondant aux différents mobiles sont en effet
tres proches les unes des autres ce qui confirladnén fondé de notre raisonnement. Elles
ne sont pas parfaitement confondues a cause degjuesagu’il faut appliquer sur la zone
balayée par le mobile dans les mesures P.L.V.. m@®he montre la Figure 1I-17, la taille du
masque a appliquer dépend de la taille du mobikagée donc d’'un mobile a l'autre. Or,
c’est précisément dans la zone masquée que lssestasont les plus élevées. Leur non-prise
en compte a forcément une certaine influence sonolgenne et sur le percentile 90 du champ
moyen de vitesse. Sur la Figure 11-20 et la Fegh21, on voit logiquement que les valeurs
les plus élevées de la moyenne et du percentilsof0 obtenues pour les masques les plus
petits (3SB 156, A310 160), tandis que les valdessplus faibles sont obtenues pour les
masques les plus grands (EE 150).

0.2 0.2
N & EE 150
0.18 ++ o $$%51%%0 0.18 11| O A315 150 /JZ‘
[¢]
0.16 1| a A310 156 016 1| ° T;POlSOG
® TTP 125 S /%
__0.14 - +35B160 0.14 1 ®TTP 125 7
% o1 L 2ANRIRS % 012 1| *3SB160 A,
£ £9 m A315 125 / A
g 01 S 01
> g ) ~
2 008 =] 1) /'/
. & 0.08
£ e %.//‘g B v
0.06 s ' 0.06 :
0.04 % %é 0.04
0.02 / 0.02
0 ? 0
0 05 1 15 2 25 3 0 05 1 15 2 25 3
N/Njs (-) N/Njs

Figure 11-20 : Evolution de la moyenne du champ  Figure 11-21 : Evolution du percentile 90 du champ
moyen de vitesse en fonction de la vitesse deiariat moyen de vitesse en fonction de la vitesse de iatat
du mobile exprimée comme un facteur multiplicatif du mobile exprimée comme un facteur multiplicatif

de Ns. de Ns.

Pour tous les mobiles, I'évolution du stress hygimainique peut également étre prédite par
une relation mathématique s'il est évalué a paldis équations employées dans la section
précédente. En effet, I'échelle de KolmogoroveeT CSqgies dépendent de, qui, s'il est
estimé par les Relations 1I-8 et 1I-9, évolue commeube de la vitesse de rotatidg®. Des
lors, la valeur dd CSQuqdies(Relation 11-6) évolue avec la vitesse de rotatidds selon une |oi
enx” et la taille de I'échelle de Kolmogorov (Relatitha) évolue selon une loi 5. Ainsi,
comme attendu, le stress hydrodynamique associ@sadeux sources de contraintes
meécaniques croit lorsque la vitesse de rotationnthbile augmente. Par contre, les
classements des mobiles en fonction du stress tiydamique généré a la vitesse de rotation
X Ns restent identiques a ceux obtenus a la vitessetagonN;s.

En conclusion a cette section, nous pouvons dore glie pour maintenir un agrégat de
microporteurs en suspension, il faudra sélectignpeur chaque mobile, une vitesse de
rotation correspondant a un méme facteur multipficade sa vitessdlis. Puisque seule la
vitesse de rotation est modifiee et qu'un mémeefacmultiplicatif x est sélectionne, les
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classements des mobiles en fonction du stress dydamique génére s restent valables
ici. Les mobiles EE 150 et TTP 125 présentent desieneilleures caractéristiques.

4 Conclusion

L'objectif de I'étude présentée dans ce chapittedesproposer une méthode originale qui
permet de sélectionner les mobiles axiaux les maglaptés a la culture de cellules animales
sur microporteurs dans une cuve agitée de 20 Ipt r8ebiles axiaux (A310 156, A315 125,
A315 150, EE 150, 3SB 160, TTP 125, TTP 150) oéatpreselectionnés sur base de leur
design et des informations disponibles dans kréiture. Puisque deux criteres importants de
la culture de cellules sur microporteurs sont :
 Le maintien des microporteurs en suspension compb&tur maximiser la surface
disponible pour le développement cellulaire;
e La limitation des contraintes hydrodynamiques géegrau sein de la phase liquide qui
produisent un stress hydrodynamique sur les csllule
les mobiles sont comparés dans cette étude surdm$ecoulement moyen et du stress
hydrodynamique qu’ils génerent lorsqu’ils tournenieur vitesse minimale respective de
maintien en suspension compléte des microportdlys Cette vitesse a éeté déterminée
expérimentalement par I'étude visuelle du compoetgnte la suspension. Les mobiles ont
€galement été comparés a des vitesses de rotatip@rieures car des agrégats de
microporteurs peuvent apparaitre en cours de eult@es vitesses ont été exprimées comme
des facteurs multiplicatifs de la vitedsg, soitx Ne.

La comparaison des écoulements moyens genérésspaiobiles 3N ou ax Ns a été réalisée
sur base des mesures 2D P.L.V. réalisées dansagrveitical passant par I'axe central de la
cuve et en supposant que I'écoulement est axisiguétr Nous avons constaté que lorsque
les mobiles tournent a leur vites$ds, les écoulements moyens qu’ils générent sont
remarquablement similaires. Les écoulements étmbtlents, cette similarité est conservée
pour des vitesses de rotation correspondant aagesurs multiplicatifs délis. On peut donc
penser que pour maintenir en suspension compledgnégat donné de microporteurs, il faut

selectionner un méme facteur multiplicatidie Njs pour tous les mobiles.

Les mobiles sont classés par ordre croissant eégsstrydrodynamique qu'’ils génerent. Ce
stress est estimé sur base de la comparaison dellé de Kolmogorov et de la taille des
microporteurs et sur base de lintensité des ¢olis entre microporteurs quantifiée par la
valeur de la grandeuFCSqgies Pour calculer ces grandeurs, le taux de I'éeecgiétique
turbulentec a été estimé a partir de la puissance globalepdissiapportée soit a I'ensemble
du volume de la cuve, soit au volume balayé pandbile. Ces deux méthodes de calcul
permettent d’obtenir des valeurs moyennes de llkchde Kolmogorov et dulCSgdgies
relatives a I'ensemble de la cuve et des valewrs ptoches des valeurs maximales présentes
dans la zone proche du mobile.

Si ces valeurs moyennes et maximales sont comparées valeurs seuils a partir desquelles
le stress hydrodynamique a un effet néfaste sucddésles, on constate, qu’a la vitesse de
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rotationN;js, le stress hydrodynamique ne devrait pas étrel¢gmadique dans I'ensemble de
I'écoulement, sauf dans la zone proche du mobB8eon classe les mobiles en fonction du
stress hydrodynamique gu’ils génerent, on voitretaent que les mobiles EE 150 et TTP 125
génerent les niveaux de stress hydrodynamiqudusdaibles.

Cette nouvelle méthodologie a permis d’obtenira@sclusions originales.

En effet, Simmont al. (2007) avaient déja comparé le mobile EE a d'autnebiles. Ils
avaient conclu gu’aucun résultat n’'indiquait quelygee de mobile générait des contraintes de
cisaillement plus faibles. Leur comparaison étéatisée a une méme vitesse de rotalon
pour tous les mobiles testés, ils n'ont pas temapte du fait que le mobile EE est caractérisé
par une vitesse minimale de maintien en susperanpléete des microporteurs nettement
plus faible que les autres mobiles. Il peut dane étilisé a des vitesses de rotatibi,ou x

N;s, plus faibles et les niveaux de stress hydrodygaenassociés a ces faibles vitesses sont
donc logiquement faibles aussi.

De plus, la comparaison des mobiles, non pas a méasse de rotation, mais sur base d’'une
variable liée au procédé\i§), permet de montrer que des mobiles aux desigpss@s et aux
grandeurs intrinsequed\y, N;s) extrémement differentes peuvent atteindre un méjectif,
gu’'est le maintien des microporteurs en suspengioar des contraintes mécaniques
minimales.

L’étude présentée dans ce chapitre a cependariinuitetion. Le stress hydrodynamique est
caractérisé par des grandeurs globales, estimédmse de la puissance globale dissipée. |l
serait nettement plus intéressant de connaitre dpartition spatiale de ce stress
hydrodynamique au sein de I'écoulement. Pour aacadette distribution, il faut connaitre
la répartition spatiale du taux de dissipation @mndrgie cinétique turbulente, ce qui
implique d’étudier la composante turbulente dedidement. Cette étude est réalisée au
Chapitre Il grace a des mesures 3D P.I.V. quiigént I'écoulement moyen et I'écoulement
turbulent générés par les mobiles EE 150 et TTRP 12Btte étude établit des cartes de la
répartition spatiale du stress hydrodynamique.
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Annexe Il-1: Traitement appliqué sur les images br utes
acquises par la caméra P.I.V. pour obtenir les cham ps
instantanés de vitesse

Divers traitements doivent étre appliqués sur lesbtets d’'images brutes acquises par la
cameéra pour en extraire les champs instantanésgedse validés. La premiere étape consiste
a appliquer une corrélation croisée sur les doslil#nages. Pour ce faire, chague image est
divisée en petites fenétres élémentaires carrégelégs aussi fenétres ou zones
d’interrogation dont la taille la plus courante et 32 pixels de c6té. D’autres valeurs
comprises entre 16 et 64 pixels peuvent néanmarascBoisies. Grace a une technique de
corrélation croisée, le déplacement moyen le phubable des particules présentes dans
chaque fenétre d’interrogation est déterminé. hanp instantané de vitesse est ensuite
obtenu en appliquant la formule suivante dans obdepétre d’interrogation :

- 1(D

vV _ moyen

=— I1-13
zone M At ( )

ou Bmoyerest le déplacement moyen des particules dans Etréen’interrogation pendant

l'intervalle de tempsit, et M est le facteur d’échelle entre la taille de I'algair 'image
(exprimée en pixel) et sa taille réelle (expriméeng). La technique de corrélation croisée
repose sur le principe illustré a la Figure 11-22.
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Figure 11-22 : Principe de la corrélation croiséempliquée a une fenétre d’interrogation.

Les positions initiales (en blanc) et finales (emirnde 4 particules (A, B, C et D) sont
représentées sur une méme image. Gréace a l'iatatjpn de notre cerveau, le déplacement
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des quatre particules entre les deux prises edestvi Un logiciel réalise la méme analyse
que notre cerveau. A droite de chaque image swtdessivement tracés les déplacements
possibles des particules A, B, C, D. Les chiffieges a coté de ces déplacements indiquent si
ces déplacements sont une solution pour une eseule particule ou s’ils sont communs a
plusieurs particules. Le déplacement commun asi giand nombre de particules correspond
au déplacement le plus probable des particules ldaienétre d’interrogation entre les deux
clichés. Les autres déplacements corresponddmugwle la mesure.

Mathématiquement, la fonction discréte de corméfaticroisée ¢7s de la fenétre
d’interrogationf(m,n)du premier cliché ej(m,n)du second cliché est donnée par

@, = E[f(m,n),g(mn] (I-14)
k=+00 | =+c0
@y =Y, > fk,Dg(k+m,l +n) (II-15)

k=—00 | =—c0

La valeur la plus élevée de la fonction de cori@hatroisée représente donc la corrélation
vraie tandis que les valeurs plus faibles corredpona des corrélations aléatoires. Les
résultats du traitement par corrélation croiséevppuétre représentés sur un graphique 3D
(Figure 11-23) ou I'élévation correspond aux vakediscretes de la fonction de corrélation.

Figure 11-23 : Plan de corrélation.
Ainsi, le pic de corrélation le plus intense cop@sd au meilleur couplage entre les fonctions
f(m,n)etg(m,n). La position de ce pic dans le plan de corrélatmmespond a la moyenne du
déplacement de particules dans la fenétre d’ingatron. En pratique, le calcul de la fonction
de corrélation croisée est réalisé dans I'espacd-algier pour accélérer les calculs de
convolution.

La Figure 11-24 illustre I'organigramme de traitemieappliqué aux couples d’'images brutes
pour obtenir les champs instantanés de vitesset ofganigramme fait apparaitre deux
traitements optionnels dont nous n'avons pas enpark® : « window function » et « filter
function ». Le calcul de la fonction de corrélatipar transformée de Fourier est basé sur
I'hypothese que le motif décrit par la position gesticules est régulier. Cette hypothése
n'étant pas respectée en pratique, cela condwsgdrticules fantbmes et a des corrélations
fantdmes a la périphérie de la fenétre d’interrogat Ce probleme est illustré a la Figure
[I-25. La «window function » permet d’éliminer gaobleme en modifiant I'intensité
lumineuse des pixels par un facteur variant entet D selon la position de ceux-ci dans la
fenétre d’interrogation. Puisqu’une partie de déaétre d’interrogation n’est plus prise en
compte, il est conseillé de réaliser un « overlagpi. Cette opération est illustrée a la Figure
[1-26 pour un overlapping de 50% : les coupletsndges sont a nouveau divisés en fenétres
d’interrogation, mais le maillage est décalé deditié de la taille des cellules vers le bas et
vers la droite par rapport a la découpe initial€e recouvrement permet de récupérer
I'information qui a été perdue lors de I'applicatiole la « window function ». Enfin, la
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« filter function » permet d’améliorer le résult@btenu en atténuant le bruit provenant, par
exemple, de la réflexion lumineuse sur les surfacésentes dans le local.
System  Image 1: Image 2:

input =t t=tytAt
Image subsampling B B

at position (i,j)

4f(m,n)  [g(m,n)

V— ¥ Window function
i (optional)

Fast Fourler‘ FFT FFT

transformation

F (u,v) G (u,v)
Y Y

Cross-correlation:
@®(u,v) = F(u,v)-G(u,v)

Correlation in the
spatial frequency

domain
P (u,v) . .
¥ ——_ Filter function
i (optional)
Inverse Fou.rl er FFT"
transformation
¢ (u,v)
Y
Peak detection and
subpixel interpolation
(dx,dy)
Y
Conversion V(i)
to velocity V(i,j)
System output Data file

Figure 11-24 : Organigramme de traitement numériquées mesures 2D P.L.V.

. Data masked . ----------------
I I bywmﬁiow : AT
O//,,-/”*'Q*'*'*-\ ~O / Information : H :
g N lost ‘ .
! ‘ Informalion}
! - ! retrieved ] ____k o
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! | 50% Overlap
_— .
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® "-i-e - Y. - - N > I
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Figure 11-25 : Les particules fantbmes et les Figure 11-26 : lllustration d'un overlapping
intercorrélations fantdmes (fleches en pointillésjontrées vertical de 50%

dans la figure gauche sont éliminées grace a la indow
fonction » dans la figure droite.

Les vecteurs instantanés de vitesse obtenus pa&tattn croisée doivent encore étre valideés.
En effet, le déplacement moyen relatif a chaguetfend’interrogation est donné par la
position du pic le plus élevé dans le plan de d¢atioh croisée. |l est cependant possible que
le rapport signal sur bruit soit assez faible degrsaines zones d’interrogation. Dans ce cas,
tous les pics de corrélation ont une intensité lainei et le pic retenu peut correspondre a un
pic de bruit. Ce cas se présente lorsqu’'un norgleee de particules quittent la fenétre
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d’interrogation entre les deux clichés, soit pajoélles passent dans la fenétre voisine soit
parce qu’elles quittent le plan éclairé par le las€es particules ne contribuent pas a la
corrélation vraie car leur position finale est maante. Elles contribuent par contre aux
corrélations de bruit, diminuant le rapport sigsat bruit. Diverses techniques de validation
existent :

Validation basée sur la hauteur du pic de coratatroisée . ce traitement consiste a
vérifier que le pic correspondant au déplacememiue probable des particules émerge
effectivement du bruit environnant. Les intensdés pics les importants sont comparées.
Généralement, le vecteur instantané sera validdéesidifféerence de 20% entre les deux
pics est observée. Dans le cas contraire, le westza refusé ;

Validation basée sur la gamme de vitesse lorsqugalame de vitesse au sein de
I'écoulement est connua priori. Il est possible de mettre en évidence des vesteu
instantanés correspondant a des pics de bruisgitent de la gamme;

Validation basée sur une comparaison du vectetaritené a ses voisins : cette méthode
est basée sur le fait que le champ de vitesseéseme pas de variations brusques. Un
vecteur sera accepté a condition que sa directisa Borme ne soient pas trop différentes
de celles de ses voisins. Cette méthode présétantage par rapport aux deux

précédentes de permettre I'évaluation du vectestaimané méme en cas de rejet car le
vecteur rejeté est remplacé par la moyenne ddswscovoisins.

En pratique, le traitement appliqgué sur les cospiBimages brutes acquises par la caméra
CCD pour extraire les champs instantanés de vitealsgdés sont repris dans le schéma ci-
dessous. Les valeurs choisies pour chaque paersetit également mentionnées sur ce
schéma.

Alignement de la mire de calibration dans le plelaiéé par le laser afin de
déterminer le facteur d’échelle.

v

Acquisition des doublets d'images avecdirentre la premiere image du doublet et
la seconde déterminé expérimentalement pour obterpic de corrélation
significativement supérieur au bruitlt varie entre 2 ms et 10 ms suivant la zone
observée et la vitesse de rotation du mobile.

v

Application d’'une corrélation croisée sur des feetinterrogation de 32 pixels de
c6té avec un overlapping de 50% pour extraire fdad@ment moyen des particulgs
dans chaque zone et la vitesse instantanée quigspond. Application d'une

« window function gaussienne k% 1.19) ainsi que d’un filtre passe bas gaussie

=)

v

Validation des vecteurs instantanés obtenus ael'délla technique « Moving
average validation ». Chaque vecteur est comper&ecteurs qui lui sont juste
adjacents.

v

Calcul d’'un champ moyen de vitesse a partir de@&dnps instantanés de vitesse.
Seuls les vecteurs validés et non substitués sanéip considération.
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Annexe |I-2 : Mise en évidence de la nature turbule nte de
I’écoulement dans les conditions d’agitation étudié es dans
ce travall

L’écoulement turbulent dans une cuve agitée set@rse par diverses propriétés telles que :

* Une invariance du champ de vitesse lorsque ceateest normé par la vitesse en bout de
pale, égale aaNd ;

* Une invariance du champ de I'énergie cinétiqueulenitek, lorsque ce dernier est normeé
par le produiiN2 dz;

* Une invariance du nombre de puissance et du nomdrpompage quelle que soit la
valeur du nombre de Reynolds.

Montrer ces invariances dans les conditions d’agitaétudiées permet d’apporter la preuve

gue I'écoulement au sein de la cuve agitée estgteent turbulent.

L’invariance des champs de vitesse de chaque mebilelémontrée en extrayant, a chaque
vitesse de rotation étudiée, un certain nombre roéilp axiaux et radiaux dans le champ
moyen de vitesse. Ces profils de vitesse sontitensormeés par la vitesse en bout de pale et
compares entre eux. Les Figures 11-27 a 11-3Gthent les profils axiaux et radiaux de vitesse
normée obtenus respectivement pour les mobiles T2ZHet EE 150. La position, dans la
cuve, de ces profils axiaux € constante) et radiauy € constante) est indiquée au-dessus de
chaque graphique. Notons que les portions delnofia vitesse est nulle correspondent soit
aux zones situées hors de la cuve, soit a la zalayde par le mobile ou un masque est
appliqgué. Les Figures 11-27 a [I-30 montrent gas profils de vitesse normés obtenus pour
chaque vitesse de rotation se superposent remaequettt bien, ce qui prouve l'invariance
des champs de vitesse.

La résolution spatiale des mesures 2D P.1.V., gude I'ordre de 2.6 mm, ne nous permet pas

de démontrer l'invariance des champs de I'énergiéticue turbulent& normée. En effet,

une estimation fiable dke est obtenue si la résolution spatiale des mesasemférieure ou

€gale a la micro-échelle de Taylor. Or dans le présent, on constate que la résolution

spatiale est une a deux fois plus grande dansirmestparties de I'écoulement que la micro-

échelle de Taylor si cette derniere est estimédéggarmule (Hallet al, 2005):
, _ 10vlL,

aylor = —
” 114 (u)

ou L. est la macro-échelle de Taylor supposée égaleniiaé de la hauteur de la pale du

(1I-16)

mobile, v est la viscosité cinématique G}W est la moyenne quadratique de la fluctuation

de la vitesseul = u - u).
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Avant de prouver la constance du nombre de puissahcdu nombre de pompage avec le
nombre de Reynolds, nous allons tout d’abord eieticla maniére dont nous avons
déterminé ces deux nombres.
Comme indiqué au Point 2.4 de ce chapitre, le nender puissance de chaque mobile est
estimé a partir de la puissance dissipée, cetteiederétant elle-méme calculée a partir du
couple fourni par le moteur pour mettre le fluisenreouvement.

Np:__ET?

p N°d

Le nombre de pompage est, quant a lui, estiméta pardebit de pompag®,. Ce dernier
est défini comme la quantité de fluide qui travdeseolume balayé par le mobile par unité de

temps. Il peut étre estimé en intégrant les cornes axialeu_y et radiale@ du champ

(II-17)

moyen de vitesse le long des trois surfaces déirhie plus petit cylindre (« camembert »)
qui entoure complétement le mobile (Figure 11-31):

Y+W /2

1 1
Qp = E (Qemram +Qsortam) = 5 I md

Y-W /2

uX

d/2 d/2
a7 ! 2rdfu, dr + lzndm dr | (11-18)

YEY-W /2 VEYHW /2

Les composantes, etu, étant prises en valeur absolue, le terme entréetscorrespond a

la somme des débits entrant et des débits sortaavers la surface du cylindre. La masse et
le volume de fluide dans le cylindre étant nécessant conservés, le débit entrant doit étre
égal au débit sortant et égal aussi au débit dgppgm
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mobile.
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Le nombre de pompadt,, est la forme adimensionnelle du débit de pompagsteestimé a
partir de ce dernier par la relation :
_ 9%
Qp — N d?3
En écoulement turbulent, ces deux nombres sonpérdfants du nombre de Reynolds. Les
courbes présentées sur la Figure 11-32 et la FidglB3 montrent effectivement que les

nombres de pompage et de puissance mesurés palifféeents mobiles sont constants aux
erreurs de mesures pres dans toute la gamme ddsewde Reynolds testés.

(11-19)
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Figure 11-33 : Constance du nombre de puissance ave nombre de Reynolds. Les erreurs de mesuré son
représentées par les barres d’erreurs.
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Annexe II-3 : Comparaison des nombres de puissance
pompage mesurés dans ce travail par rapport aux val
annonceées dans la littérature

et de
eurs

Le Tableau II-6 ci-dessous reprend les valeurs raesbres de puissance et de pompage
mesurées dans ce travail, ainsi que des valewgaesd dans la littérature.

Tableau 11-6 : Comparaison des valeurs des nombdespompage et de puissance mesurées dans ce travail
avec celles annoncées dans la littérature.

Références

Nap

Np

Nombre de contre-pales, type de

fond de cuved, d/T, Y/H

Aubin et al. (2001) 0.67 4, fond incurvé, 95mm, 0.5, 0.33
0.39 4, fond plat, 115 mm, 0.4, 0.33
. 0.37 4, fond plat, 115 mm, 0.4, 0.5
Houcineet al.(2000) 0.41 4, fond plat, 144 mm, 0.5, 0.33
0.40 4, fond plat, 144 mm, 0.5, 0.5
Mavros et Bertrand (1996) 0.73 4, fond incurvén@g 0.5, 0.33
Roustan (2005) 0.65 0.40 3, fond plat, /, 0.28<d/5s0.33
2, fond hémisphérique,
Ce travail 0.52 0.37+0.04 125 mm, 0.4, 0.33
0.58 0.46+0.02 150 mm, 0.5, 0.33

0.76 4, fond plat, 224 mm, 0.40, 0.45
McFarlaneet al. (1995) 0.84 4, fond plat, 224 mm, 0.40, 0.25
Roustan (2005) 0.73 0.75 4, fond plat, /, 0.3<d/[3s0.33
2, fond hémisphérique,
Ce travail 0.58 0.58+0.05 125 mm, 0.4, 0.33
0.61 0.90+0.05 150 mm, 0.5, 0.33

Roustan (2005)

0.87

Bugayet al. (2002) 0.55 4, fond plat, 150 mm, 0.33, 0.33
0.32 4, fond incurvé, 151 mm, 0.52, 0.17
0.29 4, fond incurvé, 151 mm, 0.52 ,0.25
. . 0.26 4, fond incurvé, 151 mm, 0.52 ; 0.33
Ibrahim et Nienow (1996) 0.37 4, fond incurvé, 136 mm, 0.47, 0.17
0.34 4, fond incurvé, 136 mm, 0.47, 0.25
0.33 4, fond incurvé, 136 mm, 0.47, 0.33
Mavros et Bertrand (1996) 0.62 4, fond incurvé, 95 mm, 0.5, 0.33
. 0.51 0.28 4, fond incurvé, 97 mm, 0.33, 0.33
Musgrove and Ruszkowski(199%) 0.26 4, fond incurvé, 133 mm, 0.5, 0.33
Roustan (2005) 0.56 0.30 4, fond plat, /, 0.3<d/5<0.33
Wu et al. (2000) 0.57 0.31 4, fond plat, /, 0.32<d/D<0.4733
Ce travall 0.50 0.25+0.02 | 2, fond hémisphérique, 156 mm, 0.52, 0,

0.35

3, fond plat, /, 0.3<d/5<0.33

Ce travail

Zhuet al. (2009)

0.41

0.73

0.23+0.02

2.1

2, fond hémisphérique, 160 mm, 0.53, 0.

4, fond plat, 6.75 mm, 0.45, 0.25

Ce travalil

0.72

2.14

2, fond hémisphérique, 150 mm, 0.50, 0.
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Chapitre 1l : Sélection de mobiles axiaux

Suite a 'examen du Tableau 1I-6, deux observatmasvent étre faites.

D’une part, a I'exception du nombre de puissancendibile TTP 150 et A315 150, les
valeurs des nombres de puissance et de pompageuebtdans ce travail sont soit en bon
accord avec la littérature (A310 156, EE 150, TDB)1soit plus faibles (A315 125, 3SB
160).

D’autre part, les nombres de puissance et de poenpbtgnus pour chaque mobile varient
fortement d'une étude a l'autre et donc d’'une gpnfation géométrique de cuve a l'autre.
Cette observation va a I'encontre de l'idée vélieupar les fabricants de mobiles selon
laquelle un design défini de mobile est caractémserégime turbulent, par des propriétés
intrinséquesi.e. des valeurs constantes et définies des nhombrpsiggance et de pompage,
indépendamment de la géométrie de la cuve. Comardianné par Xuerebt al. (2006),
cette idée n’est correcte que lorsque le mobilepkaté dans un milieu infini. En pratique,
cette situation n’est jamais rencontrée dans une @gitée, vu la présence de parois et
d’éléments internes. La structure de I'écoulenetndes lors, les valeurs des nombres de
pompage et de puissance sont influencées par taéjée de la cuve. Dans les paragraphes
suivants, nous allons plus particulierement morqter le rapport entre le diamétre du mobile
et le diameétre de la cuve, la distance entre |d fianla cuve et les pales du mobile ainsi que
le nombre de contre-pales ont une grande influeswreles nombres de pompage et de
puissance.

Pour montrer l'influence du rappod/T sur les nombres de pompage et de puissance,
'écoulement généré par les mobiles A315 et TTPtéa &udié avec deux diamétres de
mobiles : 125 mmd/T = 0.4) et 150 mmd/T = 0.5). Le Tableau II-6 montre que nous
obtenons une faible augmentation du nombre de pgenga une nette augmentation du
nombre de puissance lorsque le rappéftaugmente. Ces résultats sont en bon accord avec
les études de Wu et Pullum (2000) et Houahal. (2000) qui observent respectivement une
augmentation de 20% du nombre de pompage du maBile lorsque le rappod/T passe de
0.32 a 0.47 et une augmentation de 10% du nombpuidsance du mobile TTP lorsque le
rapportd/T passe de 0.4 a 0.5. Par contre, I'étude d’lbradtiNienow (1996) montre une
décroissance du nombre de puissance du mobile A@HQue le diametre du mobile
augmente. Ce résultat, opposé aux observatiorisé&m dans les autres études, est
certainement d( a la présence d’'une phase solitles(te verres) au sein de la phase liquide
lors des mesures. De plus, Xuemrbal. (2006) justifient I'accroissement du nombre de
puissance avec l'augmentation du diamétre du mobde la maniere suivante: une
augmentation du rappod/T entraine le rapprochement des pales du mobilé-vis- des
parois latérales et du fond de la cuve, augmerdiasi la perte de charge dans les filets de
fluide emprisonnés entre le mobile et ces pard@gtte augmentation de la perte de charge
entraine naturellement une augmentation du nombrgudsance ; ce dernier étant équivalent
a un coefficient de trainée dans une conduite.

L’ensemble de la littérature (Houciee al, 2000 ; Ibrahim et Nienow, 1996 ; Kumaresan et
Joshi, 2006 ; McFarlarst al, 1995 ; Pauét al, 2004, Xuerelet al, 2006) s’entend pour dire
gue le nombre de puissance augmente lorsque Endesentre les pales du mobile et le fond
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de la cuve Y/T) diminue. Tout comme dans le cas d'une augmemadu diametre du
mobile, la croissance du nombre de puissance prodeine augmentation de la perte de
charge au sein de I'écoulement du au rapprochethefand de la cuve. Nous avons veérifié
expérimentalement cette affirmation pour deux nesbitudiés dans ce travail (EE 150 et
TTP 125) et nous avons effectivement observé ugenantation respectivement de 6% et
20% de leur nombre de puissance lorsque le rapfiépasse de 0.4 a 0.33. L’évolution du
nombre de pompage avec le rappoft est quant a lui plus complexe. En effet, d’aprés
Xuerebet al. (2006) et Wu et Pullum (2000), le nombre de porepaggmenterait avec le
rapport Y/T pour les faibles valeurs de ce dernier jusqu'&iradre un maximum. |l
diminuerait ensuite pour les valeurs & les plus élevées. D’apres les travaux de Wu et
Pullum (2000), ce maximum serait atteint pour lebiteoA310 aux alentours d’u¥/T égal a
0.33. A partir de mesures P.1.V., nous avons erarfé¢volution du nombre de pompage des
mobiles EE 150 et TTP 125 lorsque le rappofi varie de 0.33 a 0.4. Nous avons observé
une croissance de 27% du nombre de pompage duemiol® 125 et une décroissance de
15% du nombre de pompage du mobile EE 150.

La cuve étudiée dans ce travail a la spécificit@eleontenir que deux contre-pales, alors que
les cuves décrites dans les études mentionnéeslelarableau II-6 en ont généralement
guatre. L’effet du nombre de contre-pales sumlelore de puissance est bien connu. Eaul
al. (2004) ou Xuerelet al. (2006) présentent tous deux dans leur livre déreéte respectif
une évolution du nombre de puissance avec le nohird selon la courbe présentée a la
Figure 1I-34. Notons qué\, correspond au nombre de contre-paled ét la largeur des
contre-pales. Sachant que, dans notre étudautT/10, nous constatons sur la Figure 11-34
qgue le nombre de puissance devrait croitre monatentlorsque le nombre de contre-pales
passe de deuxNfb/T = 0.2) a quatre Npb/T = 0.4). Cette affirmation a été vérifiee
expérimentalement pour les mobiles EE 150 et TTB. 12Nous avons constaté une
augmentation de 15% du nombre de puissance du enéfil 150 mais pas d'évolution
notable du nombre de puissance du mobile TTP 125méme évolution est observée pour le
nombre de pompage : celui du mobile EE 150 augnim1% lorsque le nombre de contre-
pales dans la cuve passe de deux a quatre, tamslisetyi du mobile TTP 125 reste constant.
L’augmentation du nombre de pompage avec le nomé&reontre-pales est logique puisque
les contre-pales sont installées dans la cuvelddng de « casser » le mouvement de rotation
tangentiel du fluide et de favoriser, dans ce ¢asit mouvement de pompage axial. La
différence d’évolution des nombres de puissanaegiompage des mobiles EE 150 et TTP
125 peut s’expliquer par leur encombrement relzdifis la cuve. En effet, le Tableau 11-6
montre clairement que, d’'une part, le mobile EE &50n diameétre plus important que le
mobile TTP 125 et que d’autre part, qu'il balaiepgurcentage de volume de la cuve égal a
8.39 % tandis que le mobile TTP 125 balaie uniqu#mea pourcentage égal a 1.65 %. Deés
lors, il semble raisonnable de penser que lesaatiens entre les filets de fluide sortant du
mobile et les contre-pales doivent étre netteméug mtenses pour le mobile EE 150 que
pour le mobile TTP 125.
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Liste des symboles

A310 156
A315 125
A315 150
EE 150
3SB 160
TTP 125
TTP 150

T
TCS
TCSQudies
TCS;>hear

Mobile axial de modéle A310 (Lightnin)det diametrel = 156 mm
Mobile axial de modéle A315 (Lightnin)det diamétrel = 125 mm
Mobile axial de modéle A315 (Lightnin)det diamétrel = 150 mm
Mobile axial de modéle « Elephant Ear »plion) diamétred = 150 mm
Mobile axial de modéle « 3 streamed blgud4i-Rayenri)d = 160 mm
Mobile axial de modéle TTP (Mixel) et darditred = 125 mm

Mobile axial de modéle TTP (Mixel) et dardétred = 150 mm

Largueur des contre-pales [m]
Diamétre du mobile [m]
Diamétre des microporteurs [m]
Déplacement moyen des particules dans une zamerdbgation

en P.LLV. [m]
Epaisseur des pales du mobile [m]
Accélération de la pesanteur [Ms
Hauteur du liquide [m]
Hauteur des contre-pales [m]
Energie cinétique turbulente [MAs
Macro-échelle de Taylor [m]
Facteur d’échelle entre les unités métriques eatlpix [pixel n']
Vitesse de rotation [rpm]
Vitesse de rotation [rad]s
Nombre de contre-pales dans la cuve [-]
Vitesse de rotation minimale de maintien en suspans

compléte des microporteurs [rpm]
Nombre de puissance []
Nombre de pompage [-]
Puissance globale dissipee W]
Débit de pompage [m¥s
Nombre de Reynolds de I'’écoulement [-]
Constante de Zwietering []
temps [s]
Diametre de la cuve [m]
Couple exerceé sur I'axe de rotation du mobile N ]
Turbulent Collision severity index [W]
Turbulent Collision severity index modele 1 [W]
Turbulent Collision severity index modéle 2 [W]
Vitesse instantanée sfin
Vitesse moyenne temporelle sfin
Fluctuation de la vitesse [m &Y
Moyenne quadratique de la fluctuation de la gikes [m 8]
Volume de la cuve [m3]
Volume balayé par le mobile [m3]

Moyenne de la distribution de la vitesse moyerséde temps  [m§
Percentile 90 de la distribution de la vitessgyemmée
sur le temps [m’%
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\% zone
Vb

\W
Y

Yosolide

Vecteur de la vitesse dans une fenétre d'intatiog en P.1.V.

Moyenne quadratique de la vitesse relative etdre

Microporteurs voisins

Hauteur des pales du mobile

Distance entre le centre du mobile et le fondadeuhve
Pourcentage en volume de solide dans la suspensio

Fraction volumique de microporteurs
Intervalle de temps
Différence de masse volumique entre la phasdesoli

et la phase liquide de la suspension
Taux de dissipation de I'énergie cinétique tueinie
Estimation de par la puissance globale dissipée divisé

le volume totale de la cuve
Estimation des par la puissance globale dissipée divisé

le volume balayé par le mobile
Echelle de Kolmogorov

Valeur minimale de I'échelle de Kolmogorov
Valeur moyenne de I'échelle de Kolmogorov
Micro-échelle de Taylor

Viscosité cinématique du fluide
Masse volumique du fluide

Masse volumique des microporteurs
Fonction de corrélation croisée

[

[ni's

[m]
[m]
[%]

[%]
[s]

[K§ m
[nfs3
2

“sfth

[m]
[m]
[(m]
[m]
[m2 8]
kg
[Kgm
[-]
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Résumé

Ce chapitre présente les résultats relatifs adanjgre étape de la méthodologie développée

dans cette thése. Il s’agit de la caractérisaidarienne de I'écoulement turbulent généré par

les deux mobiles TTP 125 et EE 150 lorsqu’ils temtra leur vitesse minimum de maintien

en suspension compléete des microporteNgs,ou a des multiples de celle-ci. Les résultats

attendus de cette étude sont des cartes décrivanhahiere quantitative la répartition

spatiale :

* De la vitesse moyenne du fluide ;

» Des propriétés de I'’écoulement turbulent telles lggreergie cinétique turbulenteet son
taux de dissipatioa ;

* Des contraintes mécaniques générées au sein delbécent.

La connaissance de ces cartes permet de divisetume de la cuve en deux régions : 'une

est labélisée comme « problématique pour le dépelment cellulaire » car les contraintes

mécaniques sont au de-la des valeurs supportablesep cellules tandis que l'autre est

labélisée comme « non problématique ».

Pour atteindre cet objectif, 300 champs instantalesitesse sont mesurés par 3D P.L.V..
Cette technique, basée sur le principe de la stisién, permet d'accéder aux trois
composantes de la vitesse dans le plan éclairke pagser. Les mesures ont été réalisées dans
5 plans verticaux passant par I'axe de rotationrahbile afin d’évaluer I'effet des contre-
pales sur la structure de I'écoulement. L’écouleintians ces plans est analysé en appliquant
la décomposition de Reynolds qui considére gu’uangh instantané de vitesse est la

superposition du champ moyen et d’'un champ deuaicin de vitesseu(:a+u'). Ainsi,
pour caractériser la composante moyenne de I'ésmrie les 300 champs instantanés sont
moyennés tandis que pour caractériser la composambeilente de I'écoulement, les

moyennes quadratiques de fluctuation de vitessecadeulées (/F ).

L’analyse des champs moyens générés par le mobie IR5 et EE 150 a leur vitesse de
rotationN;s montre que les mobiles générent tous les deuxoul@ment axial composé d’'un
jet et de deux boucles de recirculation et queslexmposantes comprises dans le plan
vertical de mesure sont d’amplitudes similairesar €ontre, il apparait que la composante
tangentielle générée par le mobile EE 150 est @msxplus importante que celle produite par
le mobile TTP 125. La comparaison des champs nsgans les différents plans de mesure
montre que [I'écoulement mixte axio-tangentiel génépar mobile EE 150 est
significativement déformé a la proximité des comgades, tandis que I'écoulement
majoritairement axial généré par le mobile TTP pBisente une symétrie de révolution quasi
parfaite.

La composante turbulente de I'écoulement est céniaée sur base de l'analyse de la
distribution, dans les cing plans de mesure, deelgie cinétique turbulenteet de son taux
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de dissipatiore . La premiere grandeur peut se calculer a pdesr moyennes quadratiques

des composantes de fluctuation de la vitegse Q5(u',” +u'y2 +u',%)), a condition que la

résolution spatiale des mesures P.LV. soit assez due pour couvrir tout le spectre
d’échelle. Cette condition a été vérifiée en coraptila résolution des mesures a la taille de
'échelle de Taylor. La deuxieme grande(s) est estimée en utilisant I'approche
dimensionnelle basée sur la théorie de la cascaxeergie proposée par Richardson et
Kolmogorov (Pope, 2000) et qui indique ggiest liée a I'énergie cinétique turbulektpar la
relation : £ =k*2 /A, ol A est I'échelle intégrale qui correspond a la taiés tourbillons les
plus énergétiques. La répartition spatiale dehkdle intégrale est calculée par l'intégration
de la fonction d’autocorrélatio®; des champs de fluctuation de vitesse mesurés Par 3
P.LV..

L’analyse des champs d’énergie cinétique turbulehtte son taux de dissipation générés par
le mobile TTP 125 et EE 150 met en évidence quariebiles génerent des distributions
spatiales similaires a leur vitesse de rotatiyn (ou a des multiples de celles-ci). Ces
distributions sont caractérisées par des valeursimades kmax 0 2.5x10° m2 %, enax O
5x10° m2 % dans la zone balayée par le mobile, dans lelsartie de ses pales et dans la
partie ascendante de la boucle de recirculatioes \aleurs d& et deg sont beaucoup plus
faibles dans le reste de I'écoulemekit<@x10° m2 §?; € < 1x10° m2 §°). Les résultats
obtenus sont en bon accord avec les résultats diéliaature ainsi qu’'avec des résultats
déduits de grandeurs globales mesurées comme $aamge globale dissipée. Bien que
conduisant a des distributions spatialek@¢ des tres similaires &, les mobiles ont des
caractéristiques intrinseques tres différentes certarmontre I'analyse des champskdet £
rendus adimensionnels en les divisant respectivepen(nzNd )2 et N3d 2. Ces champs
adimensionnels présentent en effet des distribsittmmeériques caractérisées par des gammes
de valeurs tres distinctes. Par exemple, les valewsximales normées deet £ valent
respectivement 0.07&2N2d? et 5N23d?pour le mobile EE 15@lors qu’elles ne valent que
0.025 722N 8 2et 0.6N3d2pour le mobile TTP 125.

Les contraintes mécaniques au sein de I'écoulesmititcaractérisés par les composantes du
tenseur de Reynolds rij(=,o,ru'j). Deux types de contraintes apparaissent dans ce
tenseur : les contraintes normales j) et les contraintes de cisaillemgntzj). L’'analyse

des distributions spatiales des composantes daeueds Reynolds montre que les deux types

de contraintes sont maximales dans le jet a laesaies pales 7, J15-2 N m?,

Tij max <01 Nm?.

Il apparait également que les contraintes nornsesquasiment dix fois plus élevées que les
contraintes de cisaillement. Les premiéres jouemic un réle prépondérant. La moyenne
des contraintes normales, est calculée afin d’obtenir une seule carte quaaarise la

002 N m?) et nettement plus faibles ailleurg, (, < 8m? 7

ij max

répartition spatiale des contraintes mécaniques.
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Vu la signification physique de,, il semblait évident que le découpage de la cuveane

problématique ou non-problématique pour le dévedapgnt cellulaire devait étre basé sur la
répartition spatiale de cette grandeur. Cepend&dt posé le probléme de I'absence dans la
littérature d’une valeur seuil de, pertinente dans le cas ou les cellules sont édsvsur

microporteurs dans une cuve agitée. Le découpagéa ccuve a donc été basé sur la
répartition spatiale d’'une autre grandeur qui @sthklle de Kolmogorovk et qui se calcule

via la relation A, = (v3/€)"*. En effet, diverses études, qui ont étudié lefopmances de

culture de cellules animales sur microporteurs ewve cagitée en fonction des conditions
d’agitation, ont mis en évidence que le rapporteehéchelle de Kolmogorov et la taille des
microporteurs est un bon indicateur de I'impacteptiel du stress hydrodynamique sur le
développement cellulaire. Troigtios, frequemment cités dans la littérature, ont été
sélectionnés : umatio de 1, unratio de?%: et unratio de Y2. Le découpage de la cuve selon
ces trois criteres montre que plus le critére &gl gle plus strict étant leatio de 1) plus la
zone problématique est étendue. Il en est de méregue la vitesse de rotation du mobile
augmente. Ainsi, a la vitesse de rotatiyg la zone problematique correspond a une zone
couvrant les % inférieur de la cuve lorsquerdtio choisi vaut 1 tandis que la zone
problématique est cantonnée a la zone balayéeeparobile et une faible fraction du jet
lorsque leratio choisi est ¥2. A la vitesse de rotatiorNg, elle correspond, par contre, a
'ensemble de la cuve si latio choisi est 1 et a une zone couvrant la zone balpgé le
mobile, le jet a la sortie des pales et une pdgdita boucle de recirculation supérieure lorsque
le ratio vaut %%.

L’ensemble des résultats obtenus dans ce chapiréremt que pour toutes les grandeurs
hydrodynamiques mesurées, une répartition spatiaehomogéne est observée et que les
niveaux de contraintes mécaniques existant dansaimes zones de la cuve sont

potentiellement néfastes pour la croissance cekul®u fait de la non-homogénéité des

distributions mesurées, une cellule fixée sur uncropiorteur en mouvement dans

I'écoulement sera soumise a un environnement hyddique local tres variable au cours

du temps suivant ses positions successives auwledm cuve. La caractérisation eulérienne
de I'écoulement ne permet donc pas, a elle seulaccéder a cette succession

d’environnements et d’évaluer I'effet résultant sumétabolisme cellulaire. Pour accéder a
I'histoire des environnements successifs, il estesgaire de coupler I'approche eulérienne
présentée dans ce chapitre a une approche lagnaegmésentée dans le Chapitre V. Le
couplage entre les deux approches sera réalisdal@mapitre VI.
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1  Introduction

L’étude présentée au chapitre précédent a permseldetionner, parmi différents designs de
mobiles axiaux, les deux mobiles qui, sur base @adpurs globales, semblent générer
I’écoulement le plus adapté a la culture de cedlaleimales sur microporteurs en cuve agitée.
En effet, comparés a cing autres mobiles axiaurmadbile TTP 125 (Mixeld/T = 0.4) et le
mobile EE 150 (Applikond/T = 0.5) génerent, lorsqu’ils tournent a leur vitessi@imale
respective de maintien en suspension complete dasporteursNjs ou a des multiples de
celles-ci xN;s, les plus faibles contraintes mecaniques moyeruessgerniéres étant estimees
a partir de la puissance globale fournie par lesmoét dissipée dans la cuve.

Ces deux mobiles semblent donc étre d’excellentgidats pour appliquer la méthodologie
développée dans cette these et qui consiste at@asac I'environnement hydrodynamique
local rencontré par un élément de fluide en mouventel qu’'un microporteur, en combinant
une description eulérienne a une description |ageame.

Ce chapitre est consacré a la premiére étape métlzodologie. Il s’agit de la caractérisation

eulérienne de I'écoulement turbulent généré regmnent par les mobiles TTP 125 et EE

150 au sein de la cuve de 20 L. Les résultataditede cette étude sont des cartes décrivant

de maniére quantitative la répartition spatiale :

* De la vitesse moyenne du fluide ;

» Des propriétés de I'écoulement turbulent telles lggreergie cinétique turbulenteet son
taux de dissipatioa ;

» Des contraintes mécaniques générées au sein delbécent telles que les contraintes de
cisaillement.

Sur base de ces cartes, la cuve sera divisée es zaractérisées par une gamme de valeurs

d’'un critére défini telles que, par exemple, lestaintes de cisaillement locales. Ces cartes

et le découpage de la cuve en zones seront coguéShapitre VI, aux trajectoires d’'une

particule obtenues par I'étude lagrangienne (Chap) pour obtenir des résultats du type :

« Pour une vitesse d’agitation et un design de laatbdonné, un microporteur percoit en

moyenne un stress hydrodynamique d’une intensité ¥¢journe en moyenne Y secondes

dans une zone caractérisée par un stress hydrodymadiintensité Z, ... ».

La technique 3D P.L.V. a été utilisée dans cettele@pour déterminer la répartition spatiale
des grandeurs caractéristiques de I'écoulement meyale sa composante turbulente. Le
principe de la technique 3D P.1.V. est identiqueki de la technique 2D P.1.V. a I'exception
pres que la technique 3D P.L.V. emploie deux camgua observent la méme zone d’intérét
mais sous des angles de vision différents ; cgpgumet de mesurer les trois composantes des
vecteurs instantanés de vitesse en tout point dno ptlairé par le laser. Afin d’étudier
I'influence des contre-pales sur la structure lidement, les mesures 3D P.1.V. ont été faites
dans cing plans verticaux passant par I'axe de signde la cuve et formant des angles de
respectivement, 9°, 27°, 45°, 63° et 89° avecdm jplassant par les deux contre-pales.
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Chapitre 1l : Caractérisation eulérienne de I'édement turbulent

Ce chapitre est divisé en quatre parties. La mrapartie, appelée « matériels, méthodes et
validation », présente les caractéristiques duodisp de 3D P.L.V. utilisé et montre la
validité des mesures obtenues. Dans la secontie,das caractéristiques du champ moyen
de vitesse produit par chaque mobile sont misegwtence. L’'accent est porté sur la
structure des boucles de recirculation, sur I'dagan principale de I'écoulement et sur
I'effet des contre-pales sur la structure localel’deoulement moyen. Dans la troisieme
partie, ce sont les caractéristiques de I'écouleémeabulent qui sont étudiées. La répartition
spatiale de I'énergie cinétique turbulehtet de son taux de dissipatian y sont décrites. La

fiabilité des résultats obtenus pour la premié@ndeur y est discutée en montrant que la
résolution spatiale des mesures est du méme ordrgrahdeur ou inférieure & la micro-

échelle de Taylor. La seconde grandeur est estii@ta méthode dimensionnelle. Les

résultats obtenus sont comparés aux valeurs mogeestimées a partir de la puissance
globale fournie par le moteur et dissipée dansueegc ainsi qu’a des mesures directes
obtenues par P.1.V. a haute résolution spatiale ¢tafjet du mobile TTP 125 dans la méme
cuve (Delafosset al, 2011). Dans la derniére partie des résultatss mous intéressons a la

répartition spatiale des grandeurs liées au stigdsodynamique telles que les contraintes
mécaniques calculées a partir du produit des coampes du tenseur de Reynolds et de la
densité du fluide, ou encore, datio entre I'échelle de Kolmogorov et la taille des

microporteurs. Connaissant les valeurs maximalessypporteraient, d’aprés la littérature,
les cellules fixées aux microporteurs et la réparti spatiale de ces grandeurs dans
'écoulement, la cuve sera divisée en zones suiManot caractéere plus ou moins

problématique pour la viabilité des cellules aniesal

2 Appareils, méthodes et validation

21 3DP.LV.

2.1.1 Principe de la technique

Comme indigué au Chapitre Il, I'axe optique de dméra CCD est perpendiculaire au plan
éclairé par le laser lorsque I'on réalise des ness@D P.I.V.. Des lors, cette technique ne
mesure pas directement le vecteur de vitesse 3B sagprojection 2D sur le plan de mesure.
En effet, la technique 2D P.1.V. ne mesure quetldatementix et4y des particules dans ce
plan (Figure l1lI-1) et donc les composanigset u, de la vitesse. Le déplacemetit
perpendiculaire au plan du laser est inconnu gimsila composanig de la vitesse.

La stéréo P.I1.V. ou 3D P.L.V. permet de pallietedimitation de la 2D P.L.V. en estimant le
déplacement des particules dans la direction pdrpalaire au plan éclairé par le laser. Le
principe de la 3D P.L.V. est le méme que celuial®ision humaine : la stéréovision. Pour
voir en 3D, I'étre humain a besoin de deux yeux, ahservent un objet selon des angles
légerement différents, et de son cerveau pour sealjinformation. Suivant la méme
logique, la stéréo P.1.V. utilise deux caméras C@lidervant I'écoulement sous des angles
différents (Figure IlI-2, angles et) et un traitement de reconstruction.
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Figure 1ll-1 : Choix de l'orientation des axes etas composantes de la vitesse par rapport a la posdu
plan éclairé par le laser (représenté par le caghert ci-dessus).
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Figure 111-2 : Reconstruction du vecteur 3D a patti de ces deux projections dans le plan éclairé fmlaser
et mesuré par chaque caméra.

Tout comme en 2D P.L.V., la source laser plan gém&s impulsions lumineuses décalées
dans le temps d'un intervallé. Les deux caméras enregistrent dans des doubletaggs la
position initiale et finale des particules présentians le plan éclairé par le laser. Par le
traitement de corrélation croisée décrit au Chagpltron obtient pour chaque caméra et selon
son orientation la projection du vecteur 3D danglen éclairé par le laser. Ces deux
projections sont représentées par les fleches jaurauge sur la Figure IlI-2 qui schématise
le dispositif expérimental vu du dessus. Si I'ntéion et I'éloignement des caméras par
rapport au plan du laser sont connus, le vecteup8t étre déterminé a partir des deux
projections par reconstruction géomeétrique, conhastié sur la Figure II-2.

Pour déterminer I'orientation et I'éloignement desnéras par rapport au plan du laser, une
calibration est réalisée. Une mire de calibratgmt disposée au sein de I'écoulement et
alignée avec le plan éclairé par le laser. Cettidbration permet d’établir la relation
mathématique qui existe entre les coordonnéesadgmiK, Y, Zen m) des points situés dans
le plan éclairé par le laser et leurs coordonrfgeg en pixels) dans les images acquises par
chague caméra. Deux mires ont été utilisées dacsadre de ce travail (Figure 11I-3). La
premiére est composée d’un plateau blanc de foamréede 20 cm de c6té. Des points noirs
espacés de 5 mm couvrent 'ensemble de la suriada whire. Leur diamétre vaut 0.5 mm a
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Chapitre 1l : Caractérisation eulérienne de I'édement turbulent

'exception du point central et des 4 points situéle part et d’autre de celui-ci dont les
diameétres valent respectivement 1.2 mm et 0.4 mba deuxieme mire a les mémes
caractéristiques geometriques que la premiéregafes couleurs sont inversées et que son
coin inférieur droit est rogné pour épouser la feinémisphérique du fond de la cuve utilisée

dans ce travail.

EEE R
Ear e

3
&

po
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Figure 111-3 : Mires de calibration utilisées lorsgles mesures 3D P.I.V.

Chacune des mires est alignée avec le plan égbairde laser et disposée au milieu de
I'épaisseur du faisceau. Elles sont ensuite dépk@n quatre autres positions dans la
direction perpendiculaire au plan éclairé par Isetaa I'aide d’'un systeme de traverse
micrométrique afin de couvrir toute I'épaisseur f@isceau laser. Pour chacune de ces
positions, I'image de la mire est acquise par ckazpméra. La position en pixels des points
de la mire dans chaque image est extraite et a®lyar le logiciel Dynamic studio (version
2.30) pour ajuster des parameétres géométriques diadele de calibration de type
« pinhole ». Ces parametres sont les élémentsviateur de translation et d’'une matrice de
rotation qui positionnent la caméra par rapporfplun du laser mais également un facteur
d’échelle et les paramétres d'un modeéle qui tiemmte des déformations introduites par la
lentille. Les équations de ce modeéle de type kaga» sont présentées en détails dans le
Chapitre V. Cette procédure permet ainsi de détenma relation mathématique qui existe
entre les coordonnées spatiales des points deréaanieur position en pixels dans I'image.
Si la mire est parfaitement alignée avec le pldaigcpar le laser et placée au centre de son
épaisseur, on obtient pour chaque caméra les iaftwns nécessaires pour pouvoir
reconstruire les vecteurs 3D a partir de leurseot@ns. Cependant, en pratique, la mire
n’'est jamais parfaitement placée et une étape éoppitaire est nécessaire pour obtenir les
informations recherchées. Cette étape consistenr&gistrer pour chaque caméra
simultanément une image contenant les positiongirels des particules fluorescentes
excitées par la lumiére du laser. A l'aide du medepinhole » de chaque caméra, ces
particules sont repositionnées dans l'espace. {gasitions des particules obtenues pour
chaque caméra sont comparées. Les parametresedesrobdeles « pinhole » sont ajustés
jusqu’a ce que les positions des particules cogmtid
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2.1.2 Conditions d’acquisition des mesures 3D P.L.V

Comme le dispositif 2D P.L.V., le dispositif 3D K.l est commercialisé par la société Dantec
Dynamics Studio (Danemark). Il s’agit en fait ddumodernisation de l'installation 2D P.1.V.
qui a éteé réalisée en janvier 2009.

Le laser, les particules tracantes et les deux @nént été conservés. Leur description se
trouve dans la Section 2.3 du Chapitre Il. Pourmgdtre l'acquisition en vision
stéréoscopique, les caméras ont été disposéexti@ifité d’'un profilé en aluminium d’un
métre de long. Les caméras sont fixées sur desumasnde Scheimpflug (Figure 1l1-4), qui
permettent de créer un décalage angulaire entcageeur de la caméra et sa lentille. Ce
décalage est nécessaire pour que I'ensemble dagénpuisse étre net malgré linclinaison
importante de I'axe optique de la caméra par ramoplan du laser. Lors de la campagne de
mesure, un décalage de 1.5° a été appliqué entapteur de la caméra et la lentille. Les
axes optiques de deux caméras formaient un angleéde

plan de l'lobjet

_____________________________

plan de la
lentille

-
r

- -
: 4 plan de l'image
lentille
Camera

Figure IlI-4 : Montures de Scheimpflug.

Figure 111-5: Boitier de synchronisation et statiore

calcul Dell.

La chaine d’acquisition des données a été totalemeanmplacée lors de la modernisation de
I'installation. Le processeur corrélateur en tem@sl 2500 a été remplacé par un boitier
électronique de la marque National Instrument (Fdli-5) qui synchronise les impulsions

électrigues envoyées au laser et aux caméras ahpatation de calcul de la marque Dell qui
enregistre les images acquises par les camérasiolreau logiciel, appelé Dynamic Studio
(Dantec Dynamic S.A., v.3.00), a été installé seir @rdinateur pour traiter les images et
calculer les champs de vitesse.

\ ......... y/T=0.11

_ ) R PR y/T=-0.07 )
Figure 111-6 : Zones observées successivement par les deux caméras

Afin que la résolution spatiale des champs de s#esoit la plus fine possible, les mesures
P.L.V. ont & nouveau été realisées, uniqguement ldamsitié droite de la cuve qui est éclairée

! Le laboratoire de Génie Chimique disposait déjdelex caméras pour réaliser des mesures 2D P.1.V.
diphasiques dans une colonne a bulles.
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Chapitre 1l : Caractérisation eulérienne de I'édement turbulent

par le faisceau plan du laser. L'acquisition desumes sur 'ensemble de la hauteur de la
cuve est réalisée en trois étapes. Les zonesssivement observées par les caméras sont
schématisées par les cadres rouge, bleu et vestia&ngure 111-6.

Pour encore affiner la résolution spatiale des messUe traitement de corrélation « simple » a
été remplacé par un traitement de corrélation éeoelaptative lors du calcul des projections
des vecteurs 3D dans le plan éclairé par le lagartr des doublets d'images acquises par
chaque caméra. Tout comme la corrélation croisegimple », la corrélation croisée
adaptative détermine le déplacement moyen despladi dans des petites zones de 'image a
'aide d’'un traitement de signal en transforméeFderier. Elle differe par le fait qu'une
procédure itérative est employée, ce qui permeédeire la taille des fenétres d’interrogation
(et donc d’affiner la résolution) tout en maintenan bonratio signal sur bruit. L'algorithme
employé par la corrélation croisée adaptative essuivant : lors de la premiere étape, le
déplacement moyen des particules est déterminkes mémes traitements que la corrélation
croisée « simple » dans de grandes fenétres dagiaiion (dans cette étude: @4 pixels?).
Lors de la seconde étape, la taille des fenétrasted’ogations est divisée par deux
(32x32 pixels?), ce qui entraine une diminution inévigadu nombre de particules par fenétre
d’interrogation et une augmentation du risque geeparticules ne soient pas présentes dans
la zone d’interrogation pour une des deux imagesaliblet, diminuant ainsi leatio signal

sur bruit. Pour pallier cela, les zones d'inteatign de la deuxiéme image du doublet sont
décalées dans l'espace, par rapport a celles d@rdaiére image, d'une distance
correspondant au champ de vitesse estimé a la gneiape de I'algorithme itératif (Figure
llI-7). Cette astuce permet de récupérer les des qui seraient sorties de la zone
d’interrogation si cette derniere n'avait pas éé&alée dans I'espace. Elle permet ainsi de
maintenir un bomatio signal sur bruit. Cette opation est répétée jusqu’a ce que la taille des
fenétres d’interrogation souhaitée soit atteini@ans la présente étude, la taille finale des
fenétres d'interrogation est de 366 pixels? et la résolution spatiale des mesure3LV.

est de 1.25 mm ; ce qui la divise par deux paragdppux mesures 2D P.L.V. réalisées au
Chapitre 1l (2.6 mm)

_ ' ®
¥ - '] y "':\ O -L".' ™
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Figure 11I-7 : lllustration de I'algorithme de
traitement de la corrélation croisée adaptative .

Figure 111-8 : Position descontre-palesvis-a-vis du
plan de mesure.
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Comme cela a été mentionné brievement dans l'intrtioh de ce chapitre, les mesures 3D
P.L.V. ont été réalisées dans 5 plans verticauxdi@valuer lI'influence des contre-pales sur la
structure de I'écoulement moyen et turbulent. jpless forment respectivement un angle de
9° (cpl), 27° (cp2), 45° (cp3), 63° (cp4d) et 8935ravec le plan passant par les deux contre-
pales (Figure 1lI-8). Les mesures 3D P.1.V. ordlégent été realisées a diverses vitesses de
rotation pour chaque mobile afin de vérifier le azere turbulent de I'écoulement. Ce
caractére a de nouveau été observé. Comme let@raraarbulent de I'écoulement a été
discuté en détails dans I’Annexe 2 du Chapitredlys ne reviendrons pas sur cet aspect dans
ce chapitre. Dans les sections qui suivent, leslta@s seront généralement présentés de
maniere adimensionnelle sauf lorsque I'on souhe@tmparer les performances des deux
mobiles étudiés. Dans ce cas, les résultats sgn@sentés pour la vitesse de rotation
minimale de maintien des microporteurs en susparmpleteN;s.

Le diagramme ci-dessous (Figure IlI-9) résume Benmisle des opérations réalisées pour
obtenir les champs instantanés et moyens de vigisse

Ensemencement du fluide Positionnement des caméras sur la zone
par les particules correspondant au cadre rouge, vert ou
fluorescentes de polyamide » bleu (Figure 11I-6) : réglage de la monture
(pp=1.03 g cn?, d,=5-35 pm) Scheimpflug et de la netteté des images

Calibration Amélioration du modele « pinhole »

des caméras des caméras par I'acquisition

via les mires ™ simultanée d’'une image contenant I3

de calbratior position de particules fluorescen

A 4
Acquisition de 300 doublets d'image pour chaque caméra, chaque zone obseryée,
chaque vitesse de rotation et chaque positionveldes contre-pales par rapport au
plan du laser. Ldtentre la £ image du doublet et la seconde varie entre 10t pis
800 pus suivant les conditions de mest

v

Obtention pour chaque caméra de la projection deteurs 3D dans le plan éclairg
par le lasevia le traitement ecorrélation croisée adaptative: 3 itérations, taille
des fenétres initiales égale ax@# pixels?, taille des fenétres finales égale a
16x 16 pixels? avec un overlapping de 50%, applicatfiam fonction window
gaussiennekE1.19) et validation des vecteurs par la techniguo®ving average
validatior ».

v

Reconstruction des champs instantanés { a partir des deux champs instantangs
2D et des modeles de calibration obtenus par cheauéra.

v

Calcul d’'un champ moyen de vitess 3D a partir de 300 champs instantanés de
vitesse 3D en considérant uniquement des vectalides et non substitués.

A1 ”A

Figure 111-9 : Ensemble des traitements appliquésrdes mesures 3D P.1.V.
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2.2 Validation des mesures 3D P.L.V.

En 3D-P.LV., les composanteg, W, u, du vecteur de la vitesse ne sont pas directement
mesurées. Elles sont estimées en combinant géqoetrent leurs deux projections dans le
plan du laser respectivement mesurées par les ceméras (Figure IlI-2). Des lors, une
mauvaise estimation de l'orientation des camérasupe calibration imprécise) peut avoir un
impact important sur le résultat obtenu. Il contiéonc de le valider.

Puisqu’en 2D P.I.V. ce probléeme de reconstructi@strpas rencontré et que 'on mesure de
maniére fiable deux des trois composantes du vedewitesse, les résultats de 3D P.LV.
sont validés par comparaison avec des mesures 2. PNous avons en effet a notre
disposition :

 Les mesures 2D P.l1.V. présentées au chapitre patéBour rappel, ces mesures sont
réalisées dans le plan vertical qui passe par kbxgitation et qui forme un angle de 45°
avec le plan passant par les deux contre-palestéd@ution spatiale de ces mesures est
de 2.5 mm;

* Des mesures 2D P.I1.V. dans un plan horizontal et den plan tangentiel encadrant les
pales du mobile TTP 125. Ces mesures ont étéséga(Delafosset al, 2011) dans le
cadre d’'une étude qui avait pour objectif d'étudieffet de la résolution spatiale des
mesures sur I'estimation du taux de dissipatiofiéeergie cinétique turbulente par la
meéthode directe. Nous reviendrons sur cette gilideen détails au Point 4.2 ci-apres ;
Le plan horizontal se situe a 90 mm du fond deulzecll coupe le mobile TTP 125 au
niveau de sa cassure inférieure indiquée par tee ligerte sur la Figure I11-10 ci-dessous.
Le plan tangentiel se situe a 62.5 mm du centrBade d’agitation,i.e. il est tangent a
'extrémité du mobile (Figure 11I-11). Les résaluts spatiales de ces mesures sont
respectivement égales a 1.20 mm et 0.469 mm .
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Figure 111-10 : Position du plan de mesure horizoat x-z (Delafosse et al., 2011)
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Figure 11I-11 : Position du plan de mesure tangertiy-z (Delafosse et al., 2011)
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Naturellement, il n’est possible de comparer desures 2D P.L.V. et 3D P.1.V. que sur base
de grandeurs moyennes. Ces grandeurs sont lesosantps de la vitesse moyennée sur le

temps u,, u,, u,, mais également, les moyennes quadratiques deposamies de

fluctuation de vitessg/u'z , \/u’>, y/u?, ainsi que la moyenne temporelle de leur produit

croise, u', u',, u, u’,,u' u’,. Pour rappel, ces six dernieres grandeurs sbtenaes en
appliguant la décomposition de Reynolds sur lesngisade vitesse (Section 2.1, Chapitre 1).

Les mesures 2D P.I.V. présentées dans le chapié@gent permettent de valider, pour les
deux mobiles, les composantes , u_y,w/u_'i, JE, u',u', dans I'ensemble du plan
vertical. Les mesures 2D P.1.V dans le plan haerizbet tangentiel permettent la validation

A Y 2 TR P WP a2 TR
des composantesu,, U,,\U%, U3, u,u, et u,, U, ul, Jui, u,u,,

respectivement. Cependant, dans ce cas, la cosganaest possible que pour le mobile
TTP 125 et le long de la ligne correspondant adiisection du plan horizontal ou tangentiel
avec le plan vertical.

Pour limiter le nombre de figures nécessaires jdtustrer nos propos et puisque les mémes
conclusions sont obtenues pour les deux mobiless maliderons uniquement dans cette
section les champs de vitesse générés par le mbbRel25. Les résultats relatifs au mobile
EE 150 sont reportés en Annexe llI-1 de ce chapitre

Les composantes_x, u, u_Z de la vitesse moyenne estimées par 3D P.LV. pegudtee

y 1
considérées comme validées car leurs profils sontxcellent accord avec les profils
mesurées par 2D. P.1.V. Les Figures IlI-12 a Ml#lustrent ces propos. Elles comparent

» Les profils axiaux des composantes rad@et axialeu_y de la vitesse moyenne mesures
par 3.D P.1.V. et 2D P.I.V. dans I'ensemble du plartical (Figures IlI-12 a llI-13) ;
» Les profils radiaux des composantes rad@eet tangentielleu_Z de la vitesse moyenne

mesurés par 3D P.1.V. et 2D. P.1.V. le long deraitd correspondant a l'intersection du
plan vertical et du le plan horizontal (Figuresl# a 111-15) ;

+ Les profils axiaux des composantes axiale et tangentielleu, de la vitesse moyenne

mesurées par 3D P.L.V. et 2D. P.1.V. le long ddriaite correspondant a l'intersection du
plan vertical et du plan tangentiel (Figures IlI-4@1-17).

~

Les Figures 1lI-12 a 1lI-17 appellent trois commergs. Premiérement, les résultats
présentés sont adimensionnels; les composantesuvitesse moyenne ont été normeées par la

vitesse en bout de pale. Deuxiémement, le chm’>ades§<,§ etz surles figures ci-dessous
indiquent que le zéro du systeme de référencecsdrau centre de I'axe de rotation du
mobile, a la surface libre du liquide. Les ax?eet_); sont coplanaires au plan éclairé par le
laser et I'axe est perpendiculaire a ce dernier. Enfin, les zanegs profils sont discontinus

correspondent aux zones situées hors de la cuve lawzone balayée par le mobile ou un
masque est appliqué sur les mesures P.1.V.
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Figure 111-12 : Comparaison des profils axiaux dealcomposante radiale adimensionnel@/ITN ddela

vitesse moyenne : mobile TTP 125, mesures 2D P(bleu) et 3D P.L.V. (rouge) dans le plan vertical.
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Figure 111-13 : Comparaison des profils axiaux dealcomposante axiale adimensionnel@/ITN ddela
vitesse moyenne : mobile TTP 125, mesures 2D P(bleu) et 3D P.L.V. (rouge) dans le plan vertical.
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Figure 111-14 : Comparaison des profils radiaux de  Figure 111-15 : Comparaison des profils radiaux de
la composante radiale adimensionnelle la composante tangentielle adimensionnelle

UX/ITN d de la vitesse moyenne : mobile TTP 125, U_Z/”N d de la vitesse moyenne : mobile TTP 125’

mesures 2D P.1.V. (bleu) dans le plan horizontaky mesures 2D P.I1.V. (bleu) dans le plan horizontakgy
220 mm) et 3D P.1.V. (rouge) dans le plan vertical. 220 mm) et 3D P.L.V. (rouge) dans le plan vertical.
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Figure 111-16 : Comparaison des profils axiaux deal  Figure IlI-17 : Comparaison des profils radiaux de

composante axiale adimensionnellg /ITN d de la la composante tangentielle adimensionnelle

vitesse moyenne : mobile TTP 125, mesures 2D P.I. Vuz/r[l\I d de la vitesse moyenne : mobile TTP 125,

(bleu) dans le plan tangentiel (r=62.5 mm) et3D  mesures 2D P.I.V. (bleu) dans le plan tangentiel
P.LV. (rouge) dans le plan vertical. (r=62.5 mm) 3D P.1.V. (rouge) dans le plan vertical

Les mesures 2D P.1.V. permettent également la atadid des moyennes quadratiques des
composantes de fluctuation de vitesse comprise l@apkan vertical du lasern(u', ,4/u'; )

ainsi que la moyenne temporelle de leur produitséra’, u', . Les Figures 111-18 a 11I-20

illustrent ces propos. Elles comparent les praitgaux de ces trois grandeurs estimées par
3D P.L.V. et mesurées par 2D P.L.V. dans I'ensendhi plan vertical. Un excellent accord
est observé. De nouveau, les résultats sont [é&sséa maniere normeée.

0 0 0 0 0

501 4 50} 4 -50 4 -50 4 s0f 4 4

100 4 100+ 4 100 g 100 g -100 g 4
= = = = £ £
£ £ E £ E E
5 s 5 E S =

T -1s0f 4 % -1sof 4 % 180 4 & 150 4 = -asof 4 4
I > > = o =
E E = E = =
£ E E E E E

= = = >

-200 F 4 -200 1 4 -200 g -200 4 7 -200 47 4

250 F 4 2501 4 -250 g 250 g 250F g 250 4

-200 4 -300 4 -300 4 -300 4 -300f 4 -300f 4

0o o1 02 o 01 o0z 0 01 02 o 01 o0z 0o 01 02 0 01 02

Figure 111-18 : Comparaison des profils axiaux dealcomposante radiale adimensionnel&éu'i /ITN d de

la moyenne quadratique de fluctuation de vitessaobile TTP 125, mesures 2D P.1.V. (bleu) et 3D F.I.
(rouge) dans le plan vertical.
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Figure 111-19 : Comparaison des profils axiaux dealcomposante axiale adimensionnel\%u'i /7TN d dela

moyenne quadratique de fluctuation de vitesse : @B TP 125, mesures 2D P.I.V. (bleu) et 3D P.1.V.
(rouge) dans le plan vertical.
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Figure 111-20 : Comparaison des profils axiaux dealmoyenne temporelle du produit croisé des compéssn

radiale et axiale de fluctuation de la vitess€, U', /(77N d)? : mobile TTP 125, mesures 2D P.L.V. (bleu) et

3D P.1.V. (rouge) dans le plan vertical.

Par contre, la comparaison des résultats 2D Pétv3D P.L.V. le long des droites
correspondant respectivement a l'intersection dun plertical avec le plan horizontal et le
plan tangentiel met en évidence une surestimatienlad moyenne quadratique de la

composante tangentiell§u? de fluctuation de la vitesse. Les Figures lI-1111-23
montrent effectivement que les valeurs mesurées3parP.l.V. sont doubles de celles

mesurées par 2D P.1.V. La moyenne quadratique derfgposante tangentiellgu’> ne peut

donc pas étre validée.

Cependant, dans toutes les études qui quantifiergplartition spatiale de I'énergie cinétique
turbulentek (Eq lll-1) sur base de mesures 2D P.I.V., les auteurs forgl @ppne hypothése
d’« isotropie » pour estimek a partir de deux composantes de la vitesse unigoiegiq.
llI-4). Cette hypothése consiste a supposer gsen@yennes quadratiques des trois
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composantes fluctuantes de la vitesse sont égatgsation 1ll-2). Le termeu_'i peut donc
étre estimé par la Relation IlI-3 :

k:%(@+ﬁ+f) (11-1)
uZ =u? =u? 11-2)
u?= %(u_'i +u?) (11-3)
k = %(E +u_§) (11-4)

Chunget al. (2007) valide cette hypothése d’ « isotropie » lsase de mesures 2D P.L.V
réalisées dans un plan vertical et dans 45 plansdmbaux d’une cuve cylindrique a fond plat
de 45 mm de hauteur et de diamétre. Ce plan d'exqmes leur permet de mesurer
directement les moyennes quadratiques des troipaesantes de fluctuation de la vitesse le
long de droites horizontales espacées de 1 mmpetrigmant au plan vertical. Les auteurs
montrent que I'estimation de I'énergie cinétiquebtuentek par la Relation 1lI-1 ou IlI-4
donne des résultats quasi-identiques et que dgedddrelation 1lI-3 est un bon moyen pour
estimer le carré de la moyenne quadratique dertgposante tangentielle de la fluctuation de
la vitesse lorsque I'on n'a pas acces a cette gandu que le résultat obtenu est incertain.

Nous avons calculg/u? a l'aide de la Relation Ill-3 dans le plan vertiea comparé le

résultat obtenu le long des droites correspondakint&rsection de ce plan avec le plan
horizontal et tangentiel (courbe noir dans les fagull-21 et 111-23). L'ordre de grandeur
observé est égal a celui mesuré en 2D P.1.V. Ladodes profils présentent une certaine

similitude. Deés lors, dans tous les calculs fdaisat@rvenir/u'2 , cette derniére sera évaluée

par la Relation 111-3.

Un probleme d'estimation de la composante tangéntie de la vitesse instantanée a
forcément un impact sur l'estimation de la moyeriamporelle du produit croisé des
fluctuations de vitesse dans lequel il interviehes Figures 111-22 et [lI-24 confirment ces
propos. Ces figures montrent effectivement queplesdils obtenus par les mesures 2D
P.L.V et 3D P.LV. ne correspondent pas. La Hiére n'offre pas de solution de rechange
évidente dans ce cas. Nous reviendrons plus eilsiétr ce point dans la Section 5.1 dans
laquelle les contraintes de cisaillement sont ¢ares@esvia ces produits croises.

En synthése, les résultats présentés dans cetiensewntrent que les champs moyeu_§ (

u U_z), ainsi que la répartition spatiale des moyennexitptiques des composantes de la

y )
fluctuation de la vitesse comprises dans le plamdsures (/u'i ANV ITERTN u', ) mesures
par 3D P.1.V. sont fiables. La moyenne quadratideda composante de la fluctuation de la

vitesse normale au plan de mesuq@z, n'est pas mesurée de maniére fiable et il est
préférable de I'estimer sur base de I'’hypotheseidbtropie » par la Relation IlI-3.
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Figure 11I-21 : Comparaison des profils radiaux de  Figure 111-22 : Comparaison des profils radiaux de
la composante radiale adimensionnelle la moyenne temporelle du produit croisé des

— ) composantes radiale et tangentielle de la fluctweati
uy 7TN d de la moyenne quadratique de

de la vitesse', U, /(71N d)? : mobile TTP 125,
fluctuation de vitesse : mobile TTP 125, mesures 2D 2D P.LV. (bleu) d le plan horizontal et
P.L.V. (bleu) dans le plan horizontal (y=-220 mm), mesures 1-V. (bleu) dans le plan horizontal e

3D P.1.V. (rouge) dans le plan vertical, Relation 3D P.IV. (rouge) dans le plan vertical
d’isotropie I1I-3 (noir) dans le plan vertical.
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Figure 111-23 : Comparaison des profils axiaux deal Figure 111-24 : Comparaison des profils axiaux deal

) ) ) l—z/ Nd moyenne temporelle du produit croisé des
composante axiale adimensionneligu’, /77 composantes axiale et tangentielle de la fluctaati

de la moyenne quadratique de fluctuation de vitesse de la vitessﬂ (TN d)2 - mobile TTP 125,
mobile TTP 125, mesures 2D P.L.V. (bleu) dans le yor
plan tangentiel (x=67.5 mm), 3D P.I.V. (rouge) dans
le plan vertical, Relation d’isotropie Ill-3 (noirdans
le plan vertical.

mesures 2D P.L.V. (bleu) dans le plan tangentiel et
3D P.L.V. (rouge) dans le plan vertical.

3 Caractérisation de la composante moyenne de

I’écoulement
Comme expliqué en détails dans le Chapitre |, jpiéarire un écoulement turbulent, il faut le
décomposer en une composante moyennée sur le tempse composante fluctuante
(décomposition de Reynolds):

u(x,y,zt) :ﬁ(x, y,Z)+u'(X,y,zt) (In-5)

Dans cette section, nous allons nous intéressarséructure de I'écoulement moyen généré
par les mobiles TTP 125 et EE 150. Le but estéteick qualitativement et quantitativement
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les champs moyens de vitesse mesurés par 3D Btidé. compléter I'‘étude comparative faite
a ce sujet dans le Chapitre 1.

3.1 Description qualitative des champs moyens génér  és par les
mobiles TTP 125 et EE 150
L’écoulement moyen sera tout d’abord caractérigébsise des champs moyens de vitesse
mesurés par 3D P.LV. Les Figures IlI-25 (a,bfchle26 (a,b,c) présentent respectivement,
pour le mobile TTP 125 et pour le mobile EE 150 :
(a) Le champ moyen de vitesse obtenu a la vitesse tddomN;s. La couleur du fond
indique la valeur de la norme du vecteur de vitéd3een chaque point tandis que sa

projection dans le plan du lasare( ses composantes axia@ et radialeu_x) est

représentée par les fleches noires. Le plan eémist celui qui forme un angle de 45°
avec le plan passant a travers les contre-pales ;

(b) La répartition spatiale de la composante tangéﬂt@ du vecteur de vitesse dans ce
méme plan vertical ;

(c) Le méme champ moyen de vitesse que celui présentéomt 3.1(a) normé par la
vitesse en bout de paleNd .

Tout comme au Chapitre Il, les champs présentésretatifs a une demi-cuve. Leur bord
droit correspond donc a la paroi de la cuve et lbewd gauche au centre de I'axe de rotation
du mobile. Un masque est appliqué sur le moyeu alilm

Les deux mobiles générent un écoulement moyen téaise par un jet a la sortie de leurs
pales orienté principalement dans la direction laxet qui se divise en deux boucles de
recirculation. La premiére boucle couvre la zomaégs au-dessus du jet soit environ 5/6 de
I’écoulement tandis que la seconde boucle couvzena restante située sous le jet.

La norme de la vitesse est maximale dans la zoagdmpar le mobile ainsi que dans le jet a
la sortie des pales (zone en jaune dans la Figje2& k et Figure 11I-26 ¢). Elle conserve une
valeur intermédiaire dans la partie ascendanteadmlicle de recirculation supérieure (zone
turquoise dans la Figure I1I-25 a et Figure 111-Q6et présente des valeurs plus modérées dans
le reste de I'écoulement (zone bleu roi dans laifeidll-25 a et Figure I11-26 c).

Les Figures IlI-25b et 111-26b montrent que la carsante tangentielle de la vitesse moyenne
conserve le méme signe dans tout le plae.;que le fluide tourne d’'un seul bloc dans la
cuve. Son intensité est maximale dans la zone &alpgr le mobile et dans son jet. Elle est
nettement plus faible dans le reste de I'écoulement

Les champs normeés (Figures I1I-25 c et 11l-26 c)ter@ en évidence la différence entre les
champs moyens générés par les mobiles TTP 125 @6BEui n’est pas observable sur les
champs obtenus a la vitesse de rotatipn(Figures I11-25 a et 11I-26 a). |l s’agit de la
capacité du mobile a transformer I'énergie fouemecirculation.
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En effet, la Figure IlI-25¢c montre que dans le dasmobile TTP 125, la vitesse maximale
atteinte dans le champ moyen représente seulerbéhtd@ la vitesse en bout de pale. Le
reste de I'écoulement est caracteérisé par des rgatleuvitesse inférieures ou égales a 10% de
la vitesse en bout de pale. Le mobile EE 150 qgsint a lui, capable de générer dans le
champ moyen une valeur de vitesse maximale comelsmb a 60% de la vitesse en bout de
pale. Plus de la moitié de I'écoulement moyen a@aatérise par des valeurs de vitesse de
I'ordre de 40% de la vitesse en bout de pale. eGHdficacité du mobile EE 150, probablement
lite a son grand volume, explique d’ailleurs powiguparvient a maintenir en suspension
compléte les microporteurs a une vitesse de rotatEux fois et demie plus petite que le
mobile TTP 125.

3.2 Orientation de la composante principale de I'éc  oulement
moyen

Comme il est complexe de représenter graphiguefeenthamps vecteurs moyens en trois

dimensions, il est assez difficile de se faire utée de I'importance de la composante

tangentielle vis-a-vis des composantes axiale ditl@ Or, cette comparaison est assez

intéressante pour savoir si I'écoulement générélgsamobiles est principalement axial ou

mixte axio-tangentiel.

Pour répondre a cette question, deux angles stmitlés. Le premier est celui formé par la
projection du vecteur 3D dans le plan du laser ahecizontale (Figure IlI-27, angle). Il

est estimé sur base du rapport entre la composaigke et la composante radiale (Relation
l11-6). Plus cet angle est élevé et plus I'écowdatnmoyen est axial. Le second angle est
celui formé par le vecteur 3D et le plan du laggégyre 111-27, anglep). Il est calculé sur base
du rapport entre la norme du vecteur 3D et la nodmea projection dans le plan du laser
(Relation 11I-7). Plus cet angle est élevé et pli&coulement moyen présente une
caractéristique tangentielle marquée.

tga = =2 (111-6)
X
e
t9f = ———+=— (n-7)
u; +u;

Figure 111-27 : Outils de comparaison de I'intensé relative de la composante axiale vis-a-vis de la
composante radialed) et de la composante tangentielle vis-a-vis déesetomprises dans le plag)(

- 124-



Chapitre 1l : Caractérisation eulérienne de I'édement turbulent

X (mm) X (mm) X (mm) X (mm)

Figure 111-28 : Mobile TTP 125, (gauche) Figure 111-29 : Mobile EE 150, (gauche)
comparaison de I'importance relative de la comparaison de I'importance relative de la
composante axiale par rapport a la composante composante axiale par rapport a la composante
radiale (@) (droite) et de la composante tangentielle radiale () (droite) et de la composante tangentielle
par rapport a la projection dans le plan du lasegf)(.  par rapport & la projection dans le plan du lasgf)(:

bleu <30°, jaune : [30°- 60°] et rouge > 60°. bleu <30°, jaune : [30°- 60°] et rouge > 60°.

Le mobile TTP 125 présente un écoulement moyercipafement axial alors que le mobile
EE 150 présente un écoulement moyen mixte axicetstie. En effet, la Figure 111-28
montre, pour le mobile TTP 125, que dans la grandgrité du plan, la composante axiale
prédomine sur la composante radiale>(60°, rouge) et la composante tangentielle n’est
importante que dans les zones ou les deux autrapasantes sont faibles. Par contre, la
Figure 11I-29 montre que les composantes tangéatiel axiale du mobile EE 150 sont
importantesd, p > 60°) dans I'ensemble du plan.

3.3 Distribution numérique des champs moyens

Pour quantifier les champs moyens de vitesse deeptiles 25, 50, 75 et 90 des distributions
numerigues des composantes radiale, axiale, tartiert de la norme de la vitesse moyenne
ont été calculés (Tableau IlI-1).

Comme le laisse présager la section précédentpeleentiles de la distribution numérique
de la composante tangentielle de la vitesse moygénérée par le mobile EE 150 sont
nettement plus élevés (facteur 2) que ceux du mobilP 125 lorsque I'on compare les
distributions obtenues a la vitesse de rotahign Cela a un impact direct sur les percentiles
de la norme de la vitesse, car ce mé&at® est retrouvé entre les valeurs obtenues pour les
deux mobiles.

Ces résultats auraient tendance a contredire Feasen faite au Chapitre Il concernant la
similitude d’écoulement moyen observé pour tousnediles a la vitesse de rotatidi.

Nous avions en effet conclu que c’était ce champanode vitesse qui permettait de
maintenir en suspension compléete les microporte@wstte contradiction n’est qu’apparente,
car un examen plus approfondi des résultats maniee les percentiles des distributions
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numeriques des composantes axiale et radiale gé&npeg les deux mobiles sont similaires.
Il en est logiguement de méme pour la distribunomeérique de la projection du vecteur de
vitesse moyen dans le plan de mesure. Deés loss¢araclusions du Chapitre Il peuvent étre
maintenues car la composante de la vitesse gucipariactivement a la mise en suspension
des microporteurs est la composante axiale, lex dmitres composantes participent
uniquement a disperser les microporteurs dansdiebte de la cuve.

Tableau llI-1 : Distribution numérique des composé#es radiale, axiale, tangentielle, de la norme devitesse
moyenne et de la norme de sa projection () dans le plan vertical de mesure a la vitesse N

N=Njs Pa2s Pso Pzs Pao
U TTP 125 -0.0082 -0.0046 0.0005 0.0114
X EE 150 -0.0060 -0.0030 0.0005 0.0097
™ TTP 125 -0.0250 -0.0072 0.0108 0.0281
y EE 150 -0.0252 -0.0057 0.0088 0.0336
U TTP 125 0.0098 0.0139 0.0184 0.0236
2 EE 150 0.0261 0.0348 0.0442 0.0568

— 2. ., | TP 125 0.0182 0.0275 0.0384 0.0569

U +uy +u EE 150 | 0.0346 0.0452 0.0567 0.06$8
= TTP 125 | 0.0111  0.0210 0.0355 0.0534
U Ty EE 150 | 0.0088 0.0199 0.0378 0.04$1
3.4 Effet des deux contre-pales sur la structure de I’écoulement
moyen

Dans la grande majorité des travaux publiés dankttéaature, les auteurs caractérisent
I'écoulement dans une cuve agitéa des mesures P.1.V. réalisées dans un seul plaicaler
passant par le centre de I'axe de rotation. Iiggaisent les résultats obtenus pour ce plan a
'ensemble du volume de la cuve en considérantl'égeulement présente une symétrie de
révolution autour de l'axe de rotation du mobildNous avions également adopté cette
hypothése au Chapitre Il de ce travail. Cependzgite hypothese n’'est pas strictement
vérifiée a cause de la présence de contre-pales arcuve qui déforment localement
'écoulement et I'écartent ainsi d’une symétrieréeolution parfaite. Cette section a donc
pour objectif d’évaluer I'effet des contre-pales kustructure de I'écoulement moyen et ainsi
d’évaluer la qualité de I'hypothése de symétrieémlution.

Les Figures 111-31 et IlI-34 présentent les champs/ens de vitesse obtenus respectivement
par le mobile EE 150 et TTP 125 dans les plans dsune verticaux passant par I'axe de

rotation du mobile et formant des angles de 9°, 23°, 63 ° et 81° avec le plan passant par
les deux contre-pales (Figure IlI-8). Les réssltptésentés sont relatifs a la vitesse de
rotationN;s et la couleur du fond correspond a la norme deteues de vitesse.

Les mémes observations peuvent étre faites pouddeg mobiles. Cependant l'effet est
nettement plus visible sur les champs moyens @sseatgénérés par le mobile EE 150

Figure 1lI-31). Ceci provient certainement de seolume plus important, qui induit
forcément une proximité géomeétrique de ses pakea-vis des contre-pales, et du caractere
nettement plus tangentiel de son écoulement moyen.
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L’écoulement moyen présente la méme structure lsnglans formant un angle de 45°, 63°
et 81° avec le plan des contre-pales. Cette sirrict été décrite au Point 3.1 ci-dessus. Par
contre, I'écoulement moyen présente des différedems les deux plans les plus proches de
la contre-pale (9° et 27°) par rapport aux réssil@@btenus dans les autres plans. Ces
différences sont d’autant plus marquées que le gdauproche de la contre-pale (plan 9°). La
proximité de la contre-pale semble avoir pour etfet réduire I'étendue de la boucle de
recirculation située au-dessus du jet. Ceci a pmmséquence dinduire un caractere
nettement plus radial de I'écoulement dans la zmmaprise entre X =[50 a 75 mm] et Y =
[-50 a — 200 mm] et de générer une zone a failikssge dans le coin supérieur du champ
proche de la paroi. Dans le plan situé a 9°, aatte couvre une surface équivalente a celle
de la contre-pale pour le mobile EE 150 et a latin@iupérieure de cette surface pour le

mobile TTP 125. La composan@ de la vitesse moyenne change d’ailleurs de sigms d

cette zone et est proportionnellement plus inteméee 'axe du mobile et cette zone a méme
coordonnégy. Ces observations indiguent I'existence d’'unechmule recirculation d’axe
vertical a I'arriere des contre-pales (Figure I}3lont I'étendue axiale est plus importante
pour le mobile EE 150 que le mobile TTP 125.

L’écoulement moyen n’est par contre pas modifié lpaprésence des contre-pales dans le
tiers inférieur de la cuve, ce qui est logique Ques cette zone n'est pas bafflée. Cette
observation n’est cependant pas sans intérét,ettr zone correspond au volume balayé par
le mobile, sa zone d’éjection et la boucle infémede recirculation. Il s’agit d’'une zone
extrémement importante comme nous le montrerons léarsections suivantes.

Il apparait donc que I'hypothése de symétrie deltdon est parfaitement respectée dans le
tiers inférieur de la cuve. Peut-on I'envisagerdes deux tiers supérieurs ? De maniére
stricte, la réponse serait négative si on se baseles observations faites ci-dessus.
Cependant, de maniére plus nuancée, la réponséfpeytositive. En effet, les Figures I1I-33
et 111-36 montrent que le champ moyen de vitessesda plan formant un angle de 45° avec
les contre-pales et le champ moyen obtenu en maygies champs mesurés dans les 5 plans
présentent les mémes profils axiaux, a la petite@ion prés du coin supérieur situé le long
de la paroi. Nous adopterons deés lors dans |gstods suivants I’hypothése de symétrie de
révolution de I'’écoulement. Cette hypothese s'ergéen particulier utile dans le Chapitre VI,
ou les caractérisations eulérienne et lagrangideri&coulement seront combinées car il sera
nécessaire de combiner les informations tiréesrdesires réalisées en volume (coordonnées
X,y,Zsuccessives de la particule au cours du tempdgsmesures réalisées dans cing plans
verticaux (valeur du cisaillement, ....).

Figure 111-30 : lllustration de la boucle de reciralation d’axe vertical qui se forme a 'arriére de=ontre-
pales.
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¥ mrm)

45°

27°

F o4

Figure 11I-31 : EE 150 : Champ moyen de vitesse ebt & 20 rpm () dans les 5 plans de mesure verticaux.
La couleur du fond indique la valeur de la norme sl@ecteurs de vitesse 3D en chaque point tandislques
projections dans le plan du laser sont représentpasles fleches noires.

-128-



Chapitre Il : Caractérisation eulérienne de I'édement turbulent

0 T T 0.1 0 T T 0.1 0 T T 0.15
0.08 0.08
501 g 501 g 50 n -+ 01
0.06 0.06 .
aol | 0.04 0.04 o0k Ll
1 0.05
0.02 0.02
g 10 ~ b 7 1501 i
E 0 0 £ 0
- >
0.02 0.02 s
200 g 2001 -+
0.05
0.04 0.04
2501 > g 2501 -+
0.08 0.08
0.1
0.08 0.08
300 g 300 g 3001 4
. . I . . I . .
0 50 100 01 0 50 100 01 ] 50 100
X fmm) X fmm) X (mm)
u, (ms7) u, (ms) u, (ms’)
9 o
0 0.1 0 0.1 0 0.15
0.08 0.08
50 g 501 B0 4 01
0.08 0.08
ool | 0.04 0.04 Aol e
0.05
0.02 0.02
£ -180f g £ 180 4
E 0 0 E 0
= >
0.02 0.02 >
200 g 2001 -+
0.05
0.04 0.04
250 g 2501 a P
0.06 . 0.06 s v
0.1
0.08 0.08
300 g 300 3001 -+
1 1 01 01 L L
0 50 100 0 50 100 o 50 100
X frarm) X frarm) X (mm)
u, (ms?h u, (ms) u, (ms’)

45°
Figure 111-32 : Comparaison des composantes radiakxiale et tangentielle mesurées dans le plan famh
un angle de 9° et 45° avec le plan des contre-palésbile EE 150, N=20 rpm.
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Figure 111-33 : Comparaison des profils axiaux dealnorme de la vitesse dans le plan formant un andk
45° avec le plan des contre-pales (bleu) et la rmmgedes 5 plans (rouge), Mobile EE 150, N=20 rpm.
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F o008

50 100
H(rmm) H(rmm)

63° 81°

Figure 11I-34 : TTP 125 : Champ moyen de vitessetehu & 50 rpm (N) dans les 5 plans de mesure
verticaux. La couleur du fond indique la valeur da norme du vecteur de vitesse 3D en chaque ptantlis
gue leurs projections dans le plan du laser sonpmésentées par les fleches noires.
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Figure 111-35 : Comparaison des composantes radiakxiale et tangentielle mesurées dans le plan famh
un angle de 9° et 45° avec le plan des contre-paiésbile TTP 125, N=50 rpm.
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Figure 111-36 : Comparaison des profils axiaux dealnorme de la vitesse dans le plan formant un andée
45° avec le plan des contre-pales (bleu) et la nnmgedes 5 plans (rouge), MobilETP 125, N=50 rpm.
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3.5 Synthese

L’analyse des champs moyens générés par les madbilesl25 et EE 150 a leur vitesse de
rotation N;s fait apparaitre des similitudes et des differenckes mobiles génerent tous les
deux un écoulement axial composé d’'un jet et d ewicles de recirculation. A la vitesse
de rotation N5, leurs composantes comprises dans le plan vertealmesure sont
d’amplitudes similaires tandis que la composantgeatielle est deux fois plus importante
pour le mobile EE 150. Des lors, ce mobile présamt écoulement moyen mixte axio-
tangentiel dont la symétrie de révolution est pioisement déformée a la proximité des
contre-pales que celle du mobile TTP 125.

4 Caractérisation de la composante turbulente de
I'écoulement
Apres caractérisation de la structure de la compesaoyenne de I'écoulement, il semble
judicieux, en accord avec I'approche de décommositle Reynolds adoptée, de décrire la
structure de la composante turbulente de I'écoubtmé’analyse porte sur deux grandeurs
caractéristiques que sont I'énergie cinétique terte k et son taux de dissipation Ces
deux grandeurs sont toutes deux calculées, pogueheondition de mesure, a partir de 300
champs instantanés de vitesse auxquels a été abulstr champ moyen de vitesse
correspondant afin d’obtenir les 300 champs detdlaton de vitesse (Equation 111-5). Le
détail des calculs ainsi que les hypothéses s8raét sont repris dans les sections suivantes.

4.1 Distribution de I'énergie cinétique turbulente

L’énergie cinétique turbulente est I'énergie cigaé associée a la composante fluctuante de
la vitesse. Comme l'indique la Relation IlI-1leeést définie comme égale a la moitié de la
somme des carrés des moyennes quadratiques dessamtgs de fluctuation de la vitesse :

12, 2., 2
k:E(u7§+u§+u§) (-1)

Cependant, comme expliqué dans la Section 2.2d@atgdn des mesures 3D P.L.V.), la
moyenne quadratique de la composante tangentieitetie estimée a partir des moyennes
guadratiques des deux composantes de fluctuatida g#esse comprises dans le plan de
mesure en faisant I'hypothese d’ «isotropie ». énlgrgie cinétique turbulente est donc

calculée par la Relation IlI-4 :
k =§(E+u_§) (I11-4)

Avant d’étudier les distributions spatiales et numées de I'énergie cinétique turbulente au
sein du bioréacteur, il est important de détermgide nombre et la résolution spatiale des
mesures réalisées permettent d'accéder a des vdiables de I'énergie cinétique turbulente.
Il faut tout d’abord vérifier que le nombre de chEmfluctuants est suffisant pour obtenir un
résultat convergé. La Figure 11I-37 montre quedavergence du champ d’énergie cinétique
turbulent est atteinte a partir de 200 champs dlmts, ce qui est largement inférieur au
nombre total de champs mesurés, égal a 300. Endlufeut s’assurer que la résolution

spatiale des mesures P.1.V. est suffisante powrzdoute la gamme d’échelles spatiales
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K2Divtip® (3, 50 irnages &) K2Dvtip® (), 100 images i) KZDOAMIR® &, 200 champs () K2DMAIP® (), 250 images () K2DAtip? (), 300 champs ()
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Figure 111-37 : Etude de la convergence de I'énemgcinétique turbulente en fonction du nombre de chps
fluctuants utilisé pour la calculer.

correspondant au spectre de I'énergie cinétiquautente ; ce spectre s'étendant de I'échelle
intégrale, dont I'ordre de grandeur est similaiedaieme du diamétre du mobile, a I'échelle

de Taylor (Figure I1I-38). Dans le cas ou la résolu spatiale des mesures P.I.V. est plus
grande que cette échelle de Taylor, les structwes la taille est comprise entre I'échelle de
Taylor et la résolution spatiale ne sont pas mesyréout comme I'énergie cinétique

turbulente qui y est associée. Dans ce cas, I'@emgétique turbulente calculée a partir des
mesures P.L.V. est donc sous-estimée. Dans lame®tude, I'échelle de Taylor a été
estimée a partir des champs fluctuants en utilisaRelation 111-8 tirée de la publication de

Hall et al. (2005) :

(11I-8)

ou Aest I'échelle intégrale supposée égale au dixiemeiaimetre du mobile. Cette relation
provient d’une analyse dimensionnelle liant le$&déntes grandeurs.
D’autres corrélations existent (Saarenrienal, 2001 ; Piirtoet al, 2000), par exemple :

1150 u”
ATaonr = £ ou ATaonr =

mais ces deux relations présentent l'inconvénientfaire intervenir des grandeurs ¢t
du'/ax) dont I'estimation dépend encore plus fortementadeésolution spatiale des mesures

(111-9)

comme le montrent les travaux de Saarenretrad. (2001).

E (k) = & fixé

Elk) = Cpe?Pk—313

dissipation

Figure 111-38 : Spectre de I'énergie cinétique tutbente et de son taux de dissipation (Bailly et Mden,
2011) L’abscisse est exprimée en nombre d'oxde
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Figure 111-39 : Distribution du ratio entre la résdution des mesures 3D P.L.V. et I'échelle de Taykstimée a
partir de la moyenne quadratique de la composaradiale (gauche) ou axiale (droite) de la fluctuatiale la
vitesse a la vitesse de rotation.NCadre de gauche : mobile TTP 125, cadre de draitobile EE 150.
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Figure 111-40 : Distribution du ratio entre la résdution des mesures 3D P.L.V. et I'échelle de Taykstimée a
partir de la moyenne quadratique de la composardadiale (gauche) ou axiale (droite) de la fluctuatiade la
vitesse a la vitesse de rotation 2.NCadre de gauche : mobile TTP 125, cadre de d@roitobile EE 150.

Les Figures 111-39 et 11I-40 montrent I&atio entre I'échelle de Taylor (Relation 111-8) et la
résolution spatiale des mesures (1.25 mm) pouvitesses de rotation égaledla et a 2N;s.
Pour la premiere vitesse, on observe quatie est supérieur a un pour les deux mobiles dans
'ensemble du plan. C’est également le cas posetmnde vitesse pour le mobile EE 150.
Pour le mobile TTP 125 par contre, on observe wetgepzone dans le jet de la pale ou le
ratio est inférieur a 1. Cependant, les valeursatio dans cette zone restent tres proches de
1 car la valeur minimale observée est de l'ordreOd® De plus, I'étendue de la zone
concernée reste tres limitée par rapport a 'engemb volume de la cuve (< 5%). Cette
analyse montre donc que les mesures P.L.V. pe@snutilisées pour analyser, de maniere
fiable, la distribution de I'énergie cinétique tulbnte non seulement a la vitesse de rotation
N;s mais également a des vitesses de rotation pludedecomprises entis et 2N;s.

La distribution spatiale de I'énergie cinétiquebwientek est présentée dans les Figures 111-42
(TTP 125) et 11I-43 (EE 150), d’'une part de maniéi@ensionnelle a la vitesse de rotatign
(gauche) et d’autre part de maniere adimensioneella divisant par le carré de la vitesse en
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bout de pale (droite). La premiere présentatiompéde comparer les distributions générées
par les deux mobiles Bjs tandis que la seconde présentation permet de fessortir les
caractéristiques propres de chaque mobile.

A la vitesse de rotatiolN;s les deux mobiles présentent une énergie cinétigrsulente
maximale dans le jet a la sortie des pales, unaniviatermédiaire d’énergie cinétique
turbulente dans la partie ascendante de la boectedrculation supérieure ainsi que dans la
zone d’aspiration au-dessus des pales et un nimettament plus faible dans le reste de
I'écoulement. La zone ou I'énergie cinétique tuebte est maximale pour le mobile TTP

125 présente une forme particuliere composée de tses qui sont (< <
séparés par une zone accolée a une portion dddapdes valeurs sont \-_fJ%
intermédiaires. Cette forme particuliere a étéeggant observée dans la Figure I11-41 :
publication d’Aubinet al. (2001). Le lecteur peut remarquer que les deuobile TTP 125
lobes semblent prendre naissance d'une part &rédieité de la pale et(foude):zoneouk
d’autre part au niveau de sa cassure inférieurae(zouge sur Figure est maximale,

Lo (bleu) : zone ou k
[11-41). La zone a valeur modérée semble accoléepartie incurvée de la ggt intermédiaire.

pale (zone bleu sur la Figure 111-41). Bugay (196B¥erve ce méme type de profil autour des
pales du mobile A310 (Lightnin). Il propose comexglication que les zones a fortes valeurs
d’énergie cinétique turbulente correspondent azde®s ou sont générés des tourbillons qui
se détachent de la pale. Les Figures 1ll-42 et@3limontrent encore qu'a la vitesse de
rotationN;s les deux mobiles genéerent une valeur d’énergiétigue turbulente similaire. La
zone a valeur faible est par contre plus étendue lgomobile TTP 125. Ces deux dernieres
observations sont d’ailleurs clairement mises edefce dans les distributions numériques de
I'énergie cinétique turbulente (Tableau llI-2); olbserve en effet que les percentiles 90, 95 et
99 sont quasi identiques tandis que les percertBe$0 et 75 sont deux fois moindres pour

les résultats du mobile TTP 125 par rapport aunltgs du mobile EE 150.
Tableau 1lI-2 : Distribution numérique de I'énergieinétique turbulente.

I:)25 PSO I:)75 PQO P95 P99
k (m2 <) TTP 125 | 3.7x18 5.7x10"° 7.9x10" 0.0011 0.0016  0.002]
N=N;s EE 150 6.5x10  9.8x10 0.0013 0.0015 0.0016  0.002p

TTP 125 0.0034 0.0054 0.0074 0.0105 0.0150 0.0194
EE 150 0.0217 0.0328 0.0431 0.0493 0.0529 0.0674

k(TN d)* ()

Lorsque les distributions de I'énergie cinétiqudtliente sont présentées de maniére normée,
une différence nette entre les deux mobiles estrobs. Le mobile EE 150 génére une
énergie cinétique turbulente adimensionnelle tfois plus intense que celle produite par le
mobile TTP 125. Une observation du méme type algji été faite lors de I'analyse des
champs moyens. La représentation adimensionnelleclthmp de I'énergie cinétique
turbulente permet également de confronter nostedswd ceux de la littérature. Un excellent
accord est obtenu entre nos mesures et les tralAukin et al. (2001) qui observent, a partir
de mesures LDV, la génération par un mobile T@AH0.5) d'une valeur maximale de
I'énergie cinétique turbulente de I'ordre de 0.83N*d* et une répartition similaire a celle
présentée ici. L'absence, dans la littératuredalenées fiables relatives au mobile EE 150
nous empéche de comparer les résultats obtenuseffén les deux seules publications

- 135-



Chapitre 1l : Caractérisation eulérienne de I'édement turbulent

(Simmonset al, 2007 ; Zhuet al, 2008) qui étudient la structure de I'écoulemembulent
géneéré par ce mobile se basent sur des mesurésdit la résolution spatiale est nettement
moins bonne (respectivement 3.1 mm et 4.8 mm). vaé=urs maximales d’énergie cinétique
turbulente mesurées sont donc nettement plus $16.025 777N *d?) que celles obtenues
dans le présent travail. Les auteurs de ces debhkcptions admettent d’ailleurs gu'’ils ne
mesurent qu'une fraction de I'énergie cinétiquebtilente totale. Cependant, une valeur
maximale de I'énergie cinétique turbulente de lferdle 0.075/7°N%d*, comme cela est
observé a la Figure 1lI-42, semble envisageablenscompare cette valeur a celle obtenue
pour des turbines a pales inclinées dont le desggt finalement pas si €loigné. Les travaux
de Khanet al. (2006) annoncent une valeur maximale de 008l °d” pour une turbine a 4
pales inclinées a 45U(T = 0.33) tandis que ceux de Unadlatal. (2009) donnent des
valeurs de 0.1277°N°d”. Les simulations numériques de Kumaresan et J(X)06)
conduisent & des valeurs comprises entre @AMd°d* et 0.05/7°N *d?.
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Figure 111-42 : Mobile TTP 125 : (gauche) : distribtion de I'énergie cinétique turbulente (m?$a la vitesse
de rotation N,. (droite) : distribution adimensionnelle de I'éngie cinétique turbulente normée par le carré

de la vitesse au bout de paP@z N%d?.
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Figure 111-43 : Mobile EE 150 : (gauche) : distribtion de I'énergie cinétique turbulente (m?%$a la vitesse
de rotation N;. (droite) : distribution adimensionnelle de I'éngie cinétique turbulente normée par le carré

de la vitesse au bout de pal@” N *d?.

- 136-



Chapitre 1l : Caractérisation eulérienne de I'édement turbulent

Nous terminerons cette section consacrée a I'étiedka distribution de I'énergie cinétique
turbulente au sein de la cuve en vérifiant quepdtiiese de symétrie de révolution peut de
nouveau étre appliquée. Les Figures IlI-44 e#d8lci-dessous montrent effectivement que

les profils axiaux dek/77”"N°d® mesuré dans les 5 plans verticaux se superpogent e
coincident logiquement avec le profil obtenu erc@i@nt leur moyenne.
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Figure 111-44 : Mobile TTP 125 : Comparaison des pfils axiaux de k *N 2d? obtenus dans les différents
plans verticaux avec les profils moyens (bleu fohobtenus en moyennant les résultats acquis dassciaq
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Figure 111-45 : Mobile EE 150 : Comparaison des pfils axiaux de ki N 2d? obtenus dans les différents
plans verticaux avec les profils moyens (bleu fopoétenus en moyennant les résultats acquis dassciaq
plans.
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4.2 Distribution du taux de dissipation de I'énerqgi
turbulente
Lorsque la décomposition de Reynolds est appliquébilan d’énergie cinétique turbulente,
'Equation III-10 ci-dessous fait apparaitre lenter du taux de dissipation visqueuse de
I'énergie cinétique turbulente, et en donne la définition. Le taux de dissipatie I'énergie
cinétique turbulente est lié a la dissipation, fem forces de frottements visqueuses, de
I'énergie cinétique associée au mouvement fluctuabette dissipation ne peut se produire
gue si les forces visqueuses I'emportent sur leefinertiellesi.e. si le nombre de Reynolds
associé au tourbillon est inférieur ou égal a 1guen’est le cas que pour les tourbillons les
plus petits, dont la taille est proche de I'échdieKolmogorov.
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Dés lors, si on abandonne la notation d’Einsteipleg@e dans I'Equation 111-10 et que I'on

explicite I'expression du taux de dissipation dénérgie cinétique turbulente (Equation
l1I-11), on constate que, pour mesurer directenteetdux de dissipation de I'énergie cinétique
turbulente, il faut mesurer simultanément, danssénble d’'un volume tridimensionnel, les
trois composantes de fluctuation de vitesse aveaésolution spatiale proche de I'échelle de
Kolmogorov (soit quelques dizaines de um).
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(Ill-11)

Lo AR A RS

z
Ces conditions relatives a la résolution spatiae thesures et au volume étudié ne sont
jamais remplies de maniére simultanée, méme ageautls de mesure les plus performants
comme la P.L.V. ou la L.D.A. (Laser Doopler Asnemame En dépit de ce constat et parce
gue la répartition de cette grandeur est un éléraknpour de nombreux procédés (bio)-
chimiques, diverses méthodes de calculs ont étpopéms pour estimer sur base des
mesures expérimentales. |l n’existe cependant,eajotr, aucune méthode qui soit
parfaitement exacte. L’écart par rapport a lait@adt la fiabilité de chaque méthode est
fonction des hypothéses qui ont été nécessairesapallir la relation mathématique utilisée.

oy

Dans les prochains paragraphes, les difféerentebaués les plus fréquemment employées
dans la littérature pour estimerseront présentées. L'accent sera porté sur lgynsthéses
sous-jacentes afin de justifier le choix de la mdehdimensionnelle, retenue dans ce travail. .
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Le détail des calculs relatifs a cette méthodergezasuite explicités avant de décrire et de
commenter les résultats relatifs a la répartitiontalix de dissipation de I'énergie cinétique
turbulente dans les plans de mesures.

4.2.1 Méthodes de calcul de ¢

La premiere méthode, généralement appelée « méthdodete », consiste a employer
directement la définition du taux de dissipation l@mergie cinétique turbulente, soit la
Relation 1lI-11. Les dérivées non mesurables gellgue celles dans la direction
perpendiculaire au plan de mesure P.1.V. sont éstsna partir des dérivées comprises dans le
plan de mesures, en faisant I'hypothese d’une tenge statistiquement isotrope :

au'zzzi au;2+ 6U'y2
0z 211 ox ay
ou, )" _(ou,) (ou)) _(ou,)" _1|fou.) . (ou,)’
= = = =5 L B (I-12)
0z 0z 0X oy 211 oy 0X
au,\*

du, du, | _ ou, du, __1|(0u, 2+ ,
0z 0x 0z ady 41\ 0x oy

L’Expression 11l-11 des se réduit donc a :

N N2 L \2 N . .
. Z(auxj +{6uyJ +{auxj +2(aUyJ +2(%6&J .
0X 0x oy oy oy 0x
La fiabilité de cette expression est donc lieéelbe aes Expressions IlI-12. Cependant, cette
relation est peu utilisable en pratique car elleessite une résolution spatiale des mesures
P.L.V. aussi fine que I'échelle de Kolmogorov palotenir une estimation fiable de. En
effet, d’apres les travaux de Saarenriehal. (2001), si leratio entre la résolution spatiale
des mesures P.L.V. et I'échelle de Kolmogorov \&ua Relation Ill-13 prédit une valeur de
& correspondant approximativement a 90% du tauxisipation réelle. Lorsque latio
vaut 9, seulement 65% du taux de dissipation réadtemesuré. Avec le dispositif P.I.V.
utilisé dans le présent travail, I'obtention d’'udsolution spatiale des mesures de 'ordre de
I'échelle de Kolmogorov impliquerait de limiter sréortement la taille de la zone étudiée de
I'écoulement a celle d'un timbre poste. En effton souhaite une résolution P.L.V. de 100
um en appliqguant un traitement de corrélation éeisur des fenétres d’interrogation de88
pixels?, la zone observée par une caméra avecptewade 10241280 pixels? a une taille
réelle de 12.8516 mm2. Des lors, étudier 'ensemble de I'écoulenfee. 150x 300 mm?) par

zones successives serait un travail extrémemegtdofastidieux. C’est pour cette raison que
nous n’avons pas choisi cette méthode dans legréagail.

La deuxieme méthode, appelée la « LE-P.L.V. » goé@osée pour pallier au probleme de
résolution spatiale rencontré dans la méthode geité. Elle est basée sur les mémes
théories que la méthode de simulation numérique (B$ge Eddy Simulation). En effet,
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dans les simulations LES, tout comme dans les ragdeul.V., le champ fluctuant de vitesse
est résolu jusqu’a une certaine échelle (la tdidda maille CFD ou la résolution des mesures
P.LV.). Il semble donc logique, vu la similitude’employer les modeles de turbulence
développés dans le cadre des simulations LES (meed#¢ sous-maille), pour calculer la

contribution au taux de dissipation de I'énergi@étigue turbulente des échelles non
mesurees dans les mesures P.L.V.. Un exemple délende sous-maille est celui développé
par Smagorinsky (1963) qui estime le taux de di®p de I'énergie cinétique turbulente

par:
Esos= 2V a—m+%2-(CA)Zla_“i'+a_“‘i2
SGS 2 t OXJ- Ix. s > an aXi

3/2

©oou,
=y 2 s 2
2{ 0x;  0X%

- (Ill-14)

La viscosité turbulente, est calculée a partir des gradients de fluctuat®nitesse mesurée

par P.L.V. et de deux parameétres : la résolutiatiale, A, et la constante de Smagorinsky
C,, dont la valeur est habituellement choisie entlg @t 0.21 (Shenet al, 2000 ; Sharp et
Adrian, 2001). Comme le montrent les travaux dér@ée et al. (2009), I'inconvénient
principal de cette méthode est la forte dépenddndaux de dissipation estimeé vis-a-vis de la
constanteCs En effet, siCs est multiplié par 2¢45 est multiplié par 4. Le choix de la valeur

de C; est donc critique et fait encore I'objet de nonolsrdébats. C’est pour cette raison que
nous n’avons pas non plus choisi cette méthode ldgrgsent travail.

La troisieme méthode exploite le bilan d’énergi@étique turbulente présenté ci-avant
(Equation I11-10) pour estimer le terme de dissiratle I'énergie cinétique turbulente a partir
de l'estimation des autres termes. Cette méthgimla été utilisée, entre autres, dans les
travaux de Michelettet al. (2004) et dans ceux d’Escudié et Liné (2003). €bdant, un
terme de diffusion par pression apparait dans lmatiee IlI-10. Pour estimer ce terme,
Escudié et Liné (2003) ont montré qu'il était néz@e de réaliser des mesures P.L.V.
synchronisées avec la position des pales du maddfile,de pouvoir décomposer la vitesse
instantanée en une composante moyenne, une conggsaindique liée au passage des
pales et une composante purement fluctuante. lam loiénergie cinétique turbulente est
alors reformulé pour chaque type de composantequiepermet d’estimer le terme de
diffusion par pression a partir du bilan sur la posante périodique et donc d’estimer le
terme de dissipation de I'énergie cinétique turbtde Le dispositif P.1.V. utilisé dans notre
étude n'est pas synchronisé avec le mouvement dkss.p Il n'est donc pas possible
d’extraire, de la décomposition de Reynolds, lemtercorrespondant au mouvement
périodique des pales. Cette méthode n’est donatissble avec nos mesures.

Enfin, la derniére méthode présentée dans cettedunition et que nous utiliserons dans la
suite ce travail est basée sur la théorie de leackesd’énergie de Richardson et Kolmogorov
(Pope, 2000). Cette méthode, appelée la « métthogensionnelle », repose sur I'hypothése
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que I'énergie cinétique turbulente générée au desngrands tourbillons n’est dissipée qu’au
sein des plus petits tourbillons. Dans cette gardi@ehelle (gamme inertielle présentée a la
Section 2.1 du Chapitre ), I'énergie est trangdésans dissipation avec un taux constant,
Sur base de cette hypothése, I'énergie cinétiginiliente et son taux de dissipation sont liés
par la relation :

k3/2
A
ou Aest I'échelle intégrale (Relation 111-8) qui corpemd a la taille des tourbillons les plus
énergétiques (Figure 111-38).

&

(Il1-15)

4.2.2 Estimation de ¢ par la méthode dimensionnelle

Le taux de dissipation de I'énergie cinétique tlehte estimé par la méthode dimensionnelle
(Relation 111-15) ne dépend que de deux grandeliémergie cinétique turbulente et I'échelle
intégrale. La répartition de la premiere est largetdécrite dans la Section 4.1. En ce qui
concerne la deuxieme grandeur, divers auteurs seigjggestimer cette échelle a partir d’'une
valeur unique liée aux caractéristiques géométsiqiie mobile (Kharet al, 2005 ; Kresta
and Wood, 1993 ; Shergg al, 2000 ; Zhou et Kresta, 1996). Certains la prahggale au
dixieme du diametre du mobilel/(0), d’autres a la moitié de la hauteur de la p&l&2.
C’est d’ailleurs I'approche que nous avions adopl#es la Section 4.1 pour estimer I'échelle
de Taylor a partir de I'échelle intégrale et deyammes quadratiques de fluctuation de vitesse
(Relation 111-8). Cependant, vu le caractere nombgéne de I'écoulement turbulent au sein
d’'une cuve agitée, il semble peu réaliste de ceénsidune valeur constante de I'échelle
intégrale. On peut s’attendre, en effet, a celguaille des tourbillons énergétiques soit plus
petite dans la zone balayée par le mobile et daget la la sortie des pales que dans la zone
située a proximité de la surface libre du liquid€onsidérer une valeur constante de
pourrait donc conduire a une estimation erronée dians certaines zones de I'écoulement.
Notons cependant que cette remarque ne remet pamisa les conclusions faites a la section
4.1 ci-avant concernant la résolution suffisantende mesures pour estimer la totalité de
I'énergie cinétique turbulente car, comme nousd&berons dans les résultats présentés ci-
dessous, le dixieme du diametre du mobile corredpora valeur minimale de I'échelle
intégrale. Or, cette valeur intervient au numénatie la Relation 111-8 et donne donc soit une
estimation correcte de I'échelle de Taylor (zon&ayEe par le mobile et le jet) ou soit une
sous-estimation (reste de I'écoulement).

La valeur locale de I'échelle intégrale est calculée en chaque point du plan de mesure en
intégrant la fonction d’auto corrélatid® des champs de fluctuation de vitesse mesurés par
P.L.V.. La fonction d’autocorrélation est défipar la Relation I11-16 :

u; (M)u; (M +dx)
R =—= -
\/Uilz(M)\/Ui‘z(M +dx)

(Il-16)
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N, = J'Om R; (M,dx)dx pouri=x ety (I1-17)
A, =(AA P2 (I11-18)
N=(N+ N, + N2 (I1I-19)

Les mesures P.L.V. disponibles nous permettenttbeiler, en chaque point du plan vertical,
les fonctionsR« etR,y et d’en déduire les longueurs intégrales corredpotes/A, et A . Ne

disposant pas des champs de la composante tardigentielans la direction perpendiculaire
au plan du laser, il n’est pas possible de medirectement la fonction d’auto corrélation
associéeR,, La longueur intégrale dans cette direction zdestc estimée par la moyenne
géométrique des longueurs intégrales dans lesalgoes directions, en suivant 'exemple des
travaux de Gabrieleet al. (2009). La longueur intégrale « globale » estnmayenne
guadratique de ses trois composantes.

Avant de présenter la répartition spatiale de Bflehintégrale, deux remarques s’imposent.
La premiere est que pour un point donné du plamdsure, la fonction d’auto corrélation
peut étre calculée dans deux directions opposées (B« : vers la gauche ou vers la droite,
pour Ry: vers le haut ou vers le bas). On obtient donclague point deux valeurs pour
chaque échelle intégraleA( 4o Ny gaucher N ypass /N yrat)- LA valeur utilisée dans les

Relations I11-18 et 111-19 est la moyenne arithmée (ex :A, = 0'5(/\x,droite +/\x,gauche))'

La seconde remarque porte sur la Relation IlI-1Théoriquement, la fonction d’auto
corrélation doit étre intégrée sur une demi-draifanie. Or notre domaine est par définition
fini car limité par les parois de la cuve. C’estumuoi, nous avons ajusté une fonction
exponentielle décroissante sur les fonctions d’aatwélation obtenues en chaque point du

plan (Figure 111-46) :
N =X
Rii = —L 111-20
i exr{ A J ( )

Le parametre variabl@, de cette fonction est ajusté par la méthode desdres carrés. On

obtient donc ainsi directement la longueur intégrdéns la direction i (Relations IlI-17 et
111-20).

| | | |
a | | | | |
094+ =————— T A R, [ .
A | | | | 4 Rxx,droite
0.877177777%777777{ fffffff : ******* :***** exp(-Xi/Ax,droite) |-
A | | | | |
07+ Mg ——r—————- A - [ to—
8, | | | | |
oo A | | | |
T | | | |
0.5 A
h o ! | I |
“ laA | | | |
04+------ T A AT ——=—===-= [ i o=
| i | | | |
0.3 | ) | | |
I At A I |
| - AL I |
0-2”"""T’””’T’ﬁim’"A\K;";’A;’T”””‘T *******
| | A A AdAad, |
0l+----—--- +-—— === d—— - | —tA . '—‘AM— - an‘it# A-—-———-
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Figure 111-46 : lllustration de I'ajustement d’'unefonction exponentielle {) décroissante sur les points
expérimentaux de la fonction d’auto-corrélation,Ryie (A) Obtenue au point (x=-0.05 m, y=0.04 m).
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Les Figures IlI-47 et 11I-48 présentent, respectieat pour le mobile TTP 125 et le mobile
EE 150, la répartition spatiale de la longueurgraée a la vitesse de rotatidfy. Un masque

a de nouveau été appliqué sur la zone balayéespaobile et sur la zone située hors de la
cuve. La longueur intégrale est exprimée en mesufigures de gauche, elle est normée par
le diametre du mobile sur les figures du milieekd est normée par la hauteur de la pale du
mobile sur les figures de droite. Les Figuresdiilet 111-48 confirment que les deux mobiles
ne sont pas caractérisés chacun par une seula da@ldéongueur intégrale mais par toute une
gamme de valeurs. Pour les deux mobiles, les rsales plus faibles de la longueur intégrale,
de l'ordre de 1 cm, sont relevées dans le jetsibttie des pales, dans la partie ascendante de
la boucle de recirculation supérieure et dans e aaspiration située au-dessus des pales.
Les valeurs les plus élevées, de I'ordre de 5m@,6sont observées dans le centre de la boucle
de recirculation supérieure et dans la zone prdehia surface libre du liquide. Des valeurs
intermédiaires, de I'ordre de 3-4 cm, sont obsedans le reste de la boucle de recirculation
supérieure.
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Figure 111-47 : Mobile TTP 125 : Répartition spatike de I'échelle intégrale globalé\ obtenue a la vitesse de
rotation N : & gauche, valeurs exprimées en m ; au milieulewrs normées par le diametre du mobile
(d=125 mm) ; a droite, valeurs normées par la haut de pale (W=27 mm).
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Figure 111-48 : Mobile EE 150 : Répartition spatiad de I'échelle intégrale globalé\ obtenue a la vitesse de
rotation N : & gauche, valeurs exprimées en m ; au milieulewrs normées par le diametre du mobile
(d=125 mm) ; & droite, valeurs normées par la haut de pale (W=95 mm).
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La répartition des valeurs normées par le diantairsobile montrent qu’on obtient, pour les
deux mobiles, une valeur de l'ordre df@0 dans la zone du jet, ce qui est en accord lagec
valeurs généralement utilisées dans la littératui@ans cette méme zone, on obtient
également umratio A/W = 0.5 pour le mobile TTP 125. Umtio nettement plus faible
(0.2) est observé pour le mobile EE 150. Cetteérhifice provient de la hauteur
particulierement grande des pales du mobile EE (3386 mm) par rapport aux mobiles les
plus souvent étudiés dans la littérature.

Les résultats obtenus dans ce travail sont toatt&cdmparables a ceux présentés par Bugay
(1998) pour un mobile A310 (Ligthnin). La compan des Figures 111-47 et 111-49 met en
évidence un méme type de profil radial obtenu pesimobiles TTP 125 et A310 sous la pale
du mobile. Ce profil se caractérise par une presrz@®ne a faible valeur sous les pales du
mobile suivie d’'une zone a plus forte valeur dangdrtie de la boucle de recirculation.

} }
o} 0.5 1 1.5 2 2.5
r/R

Figure 111-49 : Profil radial de I'échelle intégrake (mm) obtenue a 5 mm sous le mobile A310 (d/T=0.33
Y/T=0.33), Bugay (1998).

4.2.3 Taux de dissipation de I'énergie cinétique tu  rbulente

Connaissant en chaque point du plan la valeuréhetyie cinétique turbulente par la Relation
llI-4 et la valeur de I'échelle intégrale par lal|&®n I1I-19, nous sommes en mesure
d’estimer la répartition spatiale du taux de digsgn de I'énergie cinétique turbulente par la
Relation 111-15. Les Figures IlI-50 et 11I-51 pestent ces répartitions respectivement pour le
mobile TTP 125 et EE 150. Les résultats sont aveau présentés en valeur absolue a la
vitesse de rotatiolNs (figure de gauche) et en valeur normée ¢t (figure de droite). Un
masque est appliqué sur la zone balayée par leenettsur la zone située hors de la cuve.

A la vitesse de rotatiolNs les deux mobiles présentent un taux de dissipat@tiénergie
cinétique turbulente maximal dans le jet a la sodes pales, un niveau intermédiaire
d’énergie cinétique turbulente dans la partie adaete de la boucle de recirculation
supérieure ainsi que dans la zone d’aspirationesmgus des pales et un niveau nettement plus
faible dans le reste de I'écoulement. Logiquement,Expression IlI-15, I'énergie cinétique
turbulente et son taux de dissipation ont desidigions spatiales assez similaires. Dés lors,
on observe de nouveau pour le mobile TTP 125 une aox valeurs maximales composées
de deux lobes.
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Figure 111-50 : Mobile TTP 125 : Répartition spatike du taux de dissipation de I'énergie cinétiquetiulente
estimée par la méthode dimensionnelle (Relation-15). (Gauche) : valeurs absolues (m?)<alculées a la
vitesse de rotation N(Droite) valeurs normeées par N2 d2.
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Figure 11I-51 : EE 150: Répartition spatiale du taux de dissipation dérergie cinétique turbulente estimée
par la méthode dimensionnelle (Relation 111-15). @Biche) : valeurs absolues (m®scalculées a la vitesse de
rotation N, (Droite) valeurs normées par N3 d2.

Une méme gamme de valeurs est observée pour legsnaahiles lorsqu’ils tournent a leur
vitesse de rotatiorN;s. Cette observation est d’ailleurs confirmée pas ialeurs des
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percentiles des distributions numériques adprésentées au Tableau IlI-3. Par contre, en
valeurs normées, les deux mobiles présentent désbdiions de valeurs deextrémement
différentes. Les valeurs normées maximales géagréele mobile TT125 ne dépassent pas
0.6 N3d2tandis que celles produites par le mobile EE 1 de I'ordre de B3 d2.

Les distributions spatiales et numeériques du taaxddsipation de I'énergie cinétique
turbulente obtenues par la méthode dimensionneti@t@ validées sur base de deux types de
comparaison :

* La premiére consiste a comparer les percentilda destribution numérique aux valeurs
obtenues lorsque I'on estime un taux de dissipatiogen ou « maximal » a partir de la
puissance globale dissipée, calculée a partir dadsure du couple exercé sur l'axe de
rotation du mobile. Cette comparaison permet delerales ordres de grandeur obtenus
par la méthode dimensionnelle ;

e La seconde consiste a comparer la répartition apaties valeurs de obtenue par la
meéthode dimensionnelle a celle obtenue par la rdétldirecte. Cette comparaison est
possible pour le mobile TTP 125 grace aux mesureg.haute résolution réalisées par
Delafosseet al (2011) dans la méme cuve, avec le méme mobae@iméme vitesse de
rotation. Cette comparaison permet de validetulal de la distribution spatiale de
obtenue par méthode dimensionnelle.

La comparaison des valeurs des percentiles destiabdition numérique aux valeurs obtenues
lorsque I'on estime un taux de dissipation moyenaguaximale » a partir de la puissance
globale dissipée est présentée au Tableau Il1-8 ghux vitesses de rotation.

Tableau I1I-3 : Comparaison des valeurs moyennesmdximales du taux de dissipation de I'énergie digée
turbulente (m28’) estimées par P.I.V. ou calculées & partir deplaissance globale dissipée.

P P
Pso, & — Pos,&
AV p d?
S 3.42x10* | 3.29x10* | 3.32x10° | 3.37x10°
2 Njs |3.08x10° [ 2.80x10° | 27.08<10° | 28.62¢10°
—= Nis |877x10"|3.01x10" | 2.56x10° | 1.78%10°
2.5N;s | 8.76x107 | 4.70x10° | 33.21X10° | 27.9X10°

Le percentile 50 de la distribution numérique (oole 3) est comparé au taux moyen de
dissipation estimé en divisant la puissance globsigipée par la densité et le volume total de
la cuve (colonne 4). Le percentile 95 (colonnese$) comparé au taux « maximal » de

dissipation obtenus en divisant la puissance giobasipée par la densité et par le diamétre
du mobile au cube (colonne 6). Pour le mobile TBB, un bon accord est observé entre les
valeurs du percentile 50 et le taux moyen de dagisip, ainsi qu’entre le percentile 95 et le

taux « maximal » de dissipation estimé Bgp, d3. Pour le mobile EE 150, uatio deux est

observé entre les valeurs du percentile 50 etug taoyen de dissipation. Par contre, un

nettement meilleur accord est observé entre leepéte 95 et la valeur estimée rﬁ;(;ol ds.
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Méme si I'accord entre les valeurs obtenues arpdes mesures globales et locales est moins
bon pour le mobile EE 150 que pour le mobile TTB, iPapparait que dans tous les cas les
résultats restent tout a fait du méme ordre dedgnamn Cette comparaison valide donc I'ordre
de grandeur des valeurs du taux de dissipatiomléals par la méthode dimensionnelle.

Les répartitions spatiales de calculées par la méthode directe par Delafetsa. (2011)
sont basées sur des mesures 2D P.L.V. réalisésslelgatan vertical qui passe par I'axe de
rotation du mobile et forme un angle de 45° aveplém passant par les contre-pales. Les
mesures dans ce plan ont été répétées en augmpragraessivement la résolution spatiale,
en rapprochant la caméra du plan de mesure, ciengligquait de réduire la taille de la zone
étudiée. Les répartitions spatiales deobtenues par Delafossst al. (2011) a quatre
résolutions spatiales différentes (respectivem@683um, 493 um, 360 um et 234 pum) sont
présentées a la Figure 11I-53. La répartition obtepar la méthode dimensionnelle sur base
des mesures realisées dans cette these avec ohdio@sspatiale de 1250 um est également
présentée sur cette figure afin de faciliter lmparaison entre les deux méthodes.

Comme mentionné précédemment, (Section 4.2.1pphiait que les valeurs decalculées
par la méthode directe dépendent fortement destauton spatiale des mesures. Le Tableau
[lI-4 qui caractérise les valeurs maximales dansolae de mesuresa le percentile 95 des
distributions des, montre gu’un facteur quasi de 10 est observédatraleur du percentile
95 obtenu a une résolution spatiale égale a 1263{ula valeur obtenue a une résolution
spatiale égale a 234 um. Ce méme tableau pernaggnégnt de comparer les ordres de
grandeur des valeurs calculées par la méthodetelidccelles calculées par la méthode
dimensionnelle. Il apparait que les valeurs mal@macalculées par la méthode
dimensionnelle sont comprises, a la vitesse detioatdNjs entre celles obtenues par la
méthode directe a une résolution de 1263 um e98eudn. A la vitesse de rotationNgs |
elles sont comprises entre celles obtenues pagthade directe a la résolution de 493 um et
de 360 um. Il semblerait donc que la méthode demanelle basée sur des mesures P.LV.
réalisées avec une résolution spatiale de 1.25 aus-astime systématiquement les valeurs
de & puisque des valeurs plus élevéesedmnt obtenues par la méthode directe lorsque la
résolution spatiale est de 234 um. Cependantnstregnettre en cause la qualité des travaux
de Delafosseet al. (2011), de Baldiet al. (2002) ou ceux d’autres équipes, nous nous
interrogeons sur I'évolution des valeurs deobtenues par la méthode directe avec la
résolution spatiale des mesures. En effet, tozdes2quipes ont observé que les valeurs de
augmentaient selon une loi en puissance lorsquéstdution spatiale des mesures P.1.V. était
améliorée (Figure 11I-52). Cette augmentation &n& une diminution de la taille minimum
de I'échelle de Kolmogorov calculée. Il en résutig’a ce jour, aucune équipe n’a montré
que les valeurs locales de estimées par la méthode directe tendaient vees vaheur
constante en deca d’'une certaine résolution spalied mesures P..V.. Dés lors, on peut se
demander si cette augmentation gest réellement due a une information plus impdoetan
mesurée a petite échelle ou si elle est due atfdus important qui entache les mesures. Sur
base de cette discussion, il semble difficile degarer les résultats numériques obtenus par
les deux méthodes puisqu’aucune des deux ne geutré&te comme méthode de référence.
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Tableau llI-4 : Comparaison des valeurs maximales thux de dissipation de I'énergie cinétique turlaute
(m?2 $°) observées dans ce travail et dans I'étude de faske et al. (2011) .

TTP 125| Méthode dimensionnell Méthode directe
A 1250 pm 1263 pm 493 pm 360 um 234 gm

Nis | Pose 3.32x10° 1.35x10° | 4.17x10° | 5.52x10° | 12.8x10°

2Ns| Pose 27.1x10° 6.1x10° | 15.4x10° | 22.9x10° | 45.6x10°
16
14 4
— 1|:I:
2 s
gl

résdution spetiale pm I]D.I] 0.5 1.0 * 1.5 2.0 275 3.0

dx [mm]
Figure 111-52 : Evolution du taux de dissipation déénergie cinétique turbulente en fonction de I&solution
spatiale des mesures (gauche) Evolution du perderfl® de la distribution obtenue pour le mobile TTR5 a

50 rpm (droite) Evolution de la valeur moyenne dalesiet des pales d’'un mobile de type hélice A310
(Lightnin, d/T=0.33. Y/T=0.33. N=2165 rom, Baldi at., 2002).
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Figure 111-53 : Comparaison de la répartition du tax de dissipation de I'énergie cinétique turbulentm? s°)
observées dans ce travail et dans I'étude de Dalsdoet al. (2011).

Par contre, si on fait abstraction des valeurs migmés du taux de dissipation, 'examen des
distributions présentées sur la partie droite ald-igure 111-53 montre que l'allure de la
répartition dec dans le jet a la sortie des pales n’est pas infiéerpar la résolution des
mesures P.LV.. En effet, toutes les distribigiprésentent des valeurs maximaleg datre
l'extrémité de la pale et la moitié supérieure @epsrtie inclinée. Une deuxieme zone
caractérisée par des valeurs élevées elg observée a proximité du milieu du bord inférie
de la pale. Le reste du jet se caractérise panigleaux intermédiaires de Les valeurs de
observées dans le reste de I'écoulement visiblelesurdistributions sont nettement plus
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faibles. La distribution présentée sur la parteane de la Figure 111-53 montre que le méme
type de profil est obtenu dans les résultats dmédéhode dimensionnelle. Cette similitude
entre lallure des distributions calculées par l&tmode directe et par la méthode
dimensionnelle permet de valider la répartition tisga de & obtenue par la méthode
dimensionnelle, indépendamment des écarts qui peexéster entre les valeurs calculées par
les deux méthodes.

En conclusion, la comparaison des valeurs dalculées par la méthode dimensionnelle avec
celles déduites de la puissance dissipée permetldder les ordres de grandeur obtenus,
tandis que la comparaison de ces mémes valeurslesvaésultats obtenus par la méthode
directe permet de valider I'allure de sa distribatspatiale.

Nous terminerons cette section consacrée a laldisom du taux de dissipation en vérifiant
gue I'hypothése de symétrie de révolution peutaevaau étre appliquée. Les Figures IlI-54
et IlI-55 montrent effectivement que les profilsax de £/N3d2 mesurés dans les 5 plans
verticaux situés a différents angles par rappoxt @ntre-pales se superposent et coincident
avec le profil obtenu en calculant leur moyenne.
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| 1 E
= = = 4 { bl =
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5 E £ i £ ! z
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Figure 111-54 : Mobile TTP 125 : Comparaison des pfils axiaux de £/ N3d2 obtenus dans les différents
plans verticaux avec les profils moyens (bleu fohoétenus en moyennant les résultats acquis dassde

o o o o o o
oy
cpl
op2
p3
50 50 50 - 50 B 50 B 50 pd
p5
100 100 100 -100 - 100 - 100
|
=2} o o o =2} =
7 7 7 k3 ? =
> -180 > -180 > -180 > -180 = s -160 T -180
S £ £ £ £ =
£ £ £ £ £ 1 g
= = = = = £
-200 - B <200 - B <200 - — -200 B -200 - B
2801 R 280 R 2801 B 80| - 2801 /5 B 280 F
- P
P
-300 4 B 300 4 B <300 — =300 B -300 - — <300 -

[1] S a 5 a 5 a 5 [1] S [1] 5

Figure 11I-55 : Mobile EE 150 : Comparaison des pfits axiaux de £/ N3d?2 obtenus dans différents plans
verticaux avec les profils moyens (bleu foncé) ohte en moyennant les résultats acquis dans leséngl
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4.3 Synthese

L’'analyse des caractéristiques des champs turlsulgénérés par les mobiles TTP 125 et
EE 150, telles que I'énergie cinétique turbulerttsan taux de dissipation, met en évidence
gue les deux mobiles générent des distributionades de ces grandeurs similaires lorsqu’ils
tournent a leur vitesse de rotatibg (ou a des multiples de celles-ci). Ces distrimgisont
caractérisées par des valeurs maximales dans &almlayée par le mobile, dans le jet a la
sortie de leurs pales et dans la partie ascendbBnt@ boucle de recirculation et par des
valeurs nettement plus faibles dans le reste dedl@ment. Les résultats obtenus sont en bon
accord avec les résultats de la littérature ainsawgc des résultats déduits de grandeurs
globales mesurées comme la puissance globale &issip

Malgré cette similitude au niveau des distributiampatiales observées N, les résultats
présentés dans cette section montrent que lesesainit des comportements intrinsequement
tres différents. En effet, les distributions nuipées des valeurs normées de I'énergie
cinétique turbulente et de son taux de dissipagictsentent des gammes de valeurs trés
distinctes pour les deux mobiles. Par exempleydésurs maximales norméesklet £ valent
respectivement 0.0732N2d? et 5N23d?pour le mobile EE 15@lors qu’elles ne valent que
0.025 722N 8 2et 0.6N3d2pour le mobile TTP 125.

5 Contraintes mécaniques genérés au sein de
I’écoulement turbulent

Dans cette section, nous allons tenter de caraetédies contraintes mécaniques générées au

sein de I'écoulement turbulent. L’approche classigGonsiste a calculer les contraintes

meécaniques au sein de I'écoulement en multipliestgradients de vitesse par la viscosité du

fluide. Les équations relatives a cette approcim ieprises ci-dessous :

r =/,lauX r :/Ja& r :,uauz (In-21)
XX ox ¥ ady “ 0z

r =/,lauX r :,uaux r :,ua& (11-22)
Y ay 9z 0z

Les Relations IlI-21 correspondent aux calculs destraintes normales tandis que les
Relations 1lI-22 correspondent aux calculs des raimtes de cisaillement. Ces expressions
peuvent étre aisément appliquées pour calculercdggraintes mécaniques au sein d’un
écoulement laminaire et stationnaire. Ce typealilmment se rencontre par exemple entre
les deux cylindres d’un viscosimetre ; ce qui thilleurs la célébrité de cette approche. Par
contre, dans un écoulement turbulent, tel que cedocontré dans une cuve agitée, ces
expressions sont difficlement applicables car aludrait les utiliser sur les champs
instantanés. Cependant, tout comme le taux dédism de I'énergie cinétique turbulente,
le résultat obtenu dépendra de la résolution dpaties mesures puisqu’il implique le calcul
de dérivées spatiales.

Pour pallier cette difficulté, dans le cas ou l'éemnent turbulent est décrit en utilisant une
approche de Reynolds, une deuxieme méthode a@iégire pour caractériser les contraintes
mécaniques (Eliagt al, 1995, Gallettiet al, 2004, Joshet al, 1996). Cette méthode
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consiste a déterminer les contraintes normales atighillement en multipliant la moyenne
temporelle des produits des composantes fluctuaieés vitesse par la masse volumique du
fluide :

T =pu/u', r,=pu'u’7,=pu'u, (11-23)

I,=pu'u' 17,=pu’'u’,7,=pu'u’ (11-24)
Ces expressions sont plus généralement appelées ladittérature les composantes du
tenseur des contraintes de Reynolds. Tout comme Ipe Expressions llI-21 et 1lI-22, la
dimension de la grandeur calculée est celle d'ansfiert de moment a travers I'’écoulement.
Dans le cas des Relations IlI-23 et IlI-24, |le #fent calculé est associé aux composantes
fluctuantes de la vitesse. Les valeurs calcul@scptte méthode ne dépendent pas de la
résolution spatiale des mesures P.L.V. car, tomtnge dans le cas de I'énergie cinétique
turbulente, 'ensemble du spectre est mesuré r&dalution spatiale est inférieure a I'échelle
de Taylor. Ce point a été vérifié dans la Sectidn 4
La description de I'écoulement turbulent proposae \enkatet al. (1995) permet de mieux
comprendre a quoi correspondent les contraintesales et de cisaillement. Venkettal.
décrivent I'écoulement turbulent comme la supetpmside zones de pur cisaillement,
typiquement les tourbillons, ou des contraintescaillement seront générées (les deux
schémas de gauche de la Figure 1lI-56) et de zdeentraction ou de divergence, au sein
desquelles des contraintes normales seront pradiléte deux schémas de droites de la Figure
[11-56).

Figure 111-56 : Représentation de I'écoulement tbulent proposée par Venkat et al. (1998) : zonegpde
cisaillement ou sont générées des contraintes daittement (deux figures de gauche) et zones deti@tion
ou de divergence qui entrainent des contraintes mates (deux figures de droite).

Les répartitions spatiales des contraintes nornedléeg cisaillement obtenues a la vitesse de
rotationNjs sont présentées aux Figures I1I-57 et 111-58. percentiles de leurs distributions
numeriques sont repris dans le Tableau IlI-5. VAcértitude relative aux valeurs mesurées
de fluctuation de la vitesse dans la direction dr(\ection 2.2), la contrainte normale dans
cette méme direction est estimée par I'expression :

— 1 —— —
r,,=pu,'u'=p E(ux u,'+u,'u,’) (111-25)
Les resultats relatifs aux contraintes de cisadietr,, et 7, ne seront pas présentés car il n'a

pas été possible de valider les produits croisés desquelles intervient la composante
fluctuante tangentiellar’,. De plus, il n'est pas possible de déduire ces aorrs de
cisaillement de la distribution de la contrainteaifgaillementz, car comme lindiquent les
travaux de Bugay (1998), réalisés avec un mobil&@0A@.ightnin), les produits croisés des

fluctuations de vitesse présentent des ordres dedgur similaires mais des répartitions
spatiales dans I'écoulement différentes.
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Les contraintes normales sont maximales dans &lgesortie des pales des mobiles TTP 125
et EE 150. Suivant l'orientation de la contrairgles présentent des valeurs maximales de
l'ordre de 1.2 &2 N i Elle conserve des valeurs intermédiaires, casaprentre 0.6 et & 0.8
N m (zone en turquoise sur les Figures Ill€5711-58) dans la partie ascendante de la boucle
de recirculation supérieure. Elles présententvadsurs nettement plus faibles dans le reste
de I'écoulement. Puisque les contraintes normated calculées a partir des moyennes
guadratiques de fluctuation de la vitesse, toutrnentiénergie cinétique turbulente, la zone
aux valeurs maximales en forme de double-lobe estodiveau observée pour le mobile TTP
125. Le Tableau llI-5 présente les valeurs desgmaites des distributions numériques des
contraintes normales et de cisaillement généréesgsadeux mobiles a leur vitesse de
rotationNjs ainsi qu’au double de cette vitesseN;d. La comparaison des valeurs relatives
aux deux mobiles montrent de plus qu'ils généedmd contraintes normales d’intensité

similaires.

Tableau 1lI-5 : Percentiles 25, 50, 75, 90 et 99sddistributions des contraintes normales et de disment
(N m®) générées par les mobiles TTP 125 et EE 150 & létesse de rotation Net & 2 N.

TTP 125 TTP 125
P25 I:)50 I375 PQO P99 P25 I:)50 I375 PQO P99
st 2Nj5
T 0.24 | 0.33] 044 068 1.3 T, 1.20 | 1.57| 2.03] 299 6.2

Ty 0.24 | 0.40| 0.68/ 0.88 1.8 Ty 1.08 | 1.76| 297 3.7 8.4

IT,,etly | 0.25| 0.39| 053 075 1.3 Tetly | 1.22 | 1.75| 236/ 3.21 6.09

Tyy -0.12| -0.07| -0.02 0.03 0.2 Tyy -0.55| -0.33] -0.1Q 0.1 0.93

EE 150 EE 150
Pxs | Psg | Pzs | Poo | Pog Pxs | Pso | Pss | Poo | Pog
N;s 2 N;

Usae 0.44| 0.63| 0.80] 0.98 1.5 Usae 1.45| 2.05| 2.76] 3.52 5.56

Ty, 0.39 | 0.60| 0.98 1.11 1.2 Ty, 1.20 | 2.06] 3.25 4.08 491

T,,etTy | 043 | 065| 085 097 1.3 7,6ty | 1.35| 2.15| 2.94/ 324 4.8

Ty -0.21| -0.10f -0.02 0.02 0.0 Ty -0.70| -0.29] -0.05 0.06 0.3

La contrainte de cisaillement, prend, dans certaines zones, des valeurs poséiyetans

d’autres, des valeurs négatives. Ses valeursnsaxiinales dans le jet a la sortie des pales et
nettement plus faibles partout ailleurs. Les vaeuaximales sont nettement moins élevées
gue celles observées pour les contraintes norm@lest pourquoi, dans la suite de ce travail,
Nous nous concentrerons sur les contraintes nosma&e choix est par ailleurs justifié par le
fait que les contraintes normales ont un impacteqatllement plus délétéere que les
contraintes de cisaillement. En effet, Gregoriaeteal. (2000) et Godoy (2008) ont montré
dans leurs travaux, qu’a méme puissance dissipeécoulement divergent ou convergent
produit des contraintes (normales) nettement pamardageables pour les cellules animales
gu’un écoulement purement cisaillant.

Afin de résumer en une seule grandeur les contoibsitdes composantes de la contrainte
normale, une contrainte normale moyenne a étéléalcu
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1 2
Ty = g(fxx +7,+ r,,)=p 5 k (111-26)

La relation ci-dessus met en évidence le lien gigte entre la contrainte normale moyenne et
I'énergie cinétique turbulente. L'approche adoptéepour étudier I'impact des contraintes
mécaniques sur le développement cellulaire peatjéstifiée par les travaux de Gadajeal.
(2005) qui ont montré que, dans une cuve agitéille de flocs ou la désactivation des
enzymes pouvait étre corrélée a la contrainte moyemrmale calculée a partir de I'énergie
cinétique turbulente. Or, on peut s'attendre aqoe les contraintes mécaniques qui
interagissent sur des flocs, des enzymes ou dkdeseanimales sur microporteurs soient de
méme nature.

X (mm) X (mm)
- 2
Z-)()((N m2) Z-ZZ (N m )
0
S0 i
-100 - 4 [ 04
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» 150 i Distribution spatiale des
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-200 - 1 - 5
“ey Tyxs Tyys Typn Ty (N M)
ssol | obtenue & la vitesse de rotation
- N;s ainsi que la moyenne des
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-300 1
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6 Découpage de la cuve sur base du niveau de
contraintes mécaniques

Si la valeur maximale de contraintes mécaniquep@tges par les cellules animales est
connue, il sera possible de comparer cette valdardastribution de la contrainte normale
moyenne obtenue dans ce travail et de diviser\ia en deux zones : I'une « problématique »
pour le développement cellulaire et l'autre « naonbpematique ». Malheureusement, les
choses ne sont pas aussi simples. La premiérelgdifficulté rencontrée est la définition
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d’'une valeur limite. Les seules valeurs disporsildat été déterminées dans des écoulements
simples comme ceux rencontrés dans un écouleménet @eux parois paralleles (chambre
d’écoulement, viscosimétre) ou qui présentent d@ewergences et divergences (écoulement
en canaux). L’avantage de ce type de dispositif@simplicité, ce qui permet la résolution
des équations de Navier-Stokes pour décrire I'é&snaht étudié. Il est donc possible
d’associer, en tout point de I'écoulement, une watke contrainte et de relier 'ensemble des
valeurs relatives a I'écoulement a leur effet sgrdellules. Ce type de méthodologie présente
cependant un inconvénient majeur. En effet, il @yaucune garantie que ces types
d’écoulement soient représentatifs d’un écoulerulent dans une cuve agitée. Lors des
études réalisées dans des chambres d’écoulemel@ingudes viscosimetres, I'écoulement est
purement cisaillant. Or, comme mentionné précédemnGodoy (2008) a montré que ces
écoulements sont, a méme puissance dissipée, plasix> pour les cellules que des
écoulements divergents ou convergents. Les éndddisées dans des canaux convergents et
divergents ne sont pas représentatives non plusalg@saintes rencontrées par les cellules
dans une cuve agitée. En effet, dans les canawemgents-divergents, les cellules ne sont
généralement soumises qu’'a un seul passage dagsdeissement, alors que dans une cuve
agitée, elles sont soumises périodiquement a usagasdans une ou des zones a hautes
contraintes mécaniques. Ce caractére périodigest mlonc pas pris en compte dans les
études réalisées en canaux.

Les études réalisées dans des écoulements « mod@lawois paralléles, canaux convergents-
divergents) sont néanmoins loin d’étre inutileslesont notamment montré que des cellules
animales sur microporteurs étaient plus sensihlgcantraintes mécaniques générées au sein
de I'’écoulement que des cellules libres en suspengCette sensibilité accrue provient du fait
gu'il faut une contrainte mécanique moindre poucrdéher une cellule animale de son
microporteur (et la rendre ainsi inactive) que penitrainer la lyse de la cellule. Des valeurs
seuils de contraintes mécaniques de I'ordre de m™Nont été avancées (Stathopoulos et
Hellums, 1985). Cette valeur-seuil est du mémereorgue les valeurs de contraintes
mécaniques normales calculées dans ce travall, inais faut cependant pas en tirer de
conclusions trop rapides. En effet, la valeurdseuété déterminée dans un écoulement
« modéle », non représentatif de I'écoulement darescuve agitée. Il faut également tenir
compte du fait que, d’'une part, la sensibilité Walfe vis-a-vis des contraintes dépend du
type de cellule et que, d’autre part, des conteaimhécaniques inférieures a celles nécessaire
au décrochement de la cellule peuvent quand mérag aa effet sur son métabolisme
(Godoy, 2008) et donc potentiellement sur la prtidité globale du procédé
biotechnologique.

Les études menées pour déterminer la sensibiliidaiee aux contraintes mécaniques ne se

sont pas limitées a celles réalisées dans desdilispa modéeles ». De nombreuses équipes

ont tenté d’évaluer cette sensibilité directememtsddes cuves agitées (Cherry et Papoutsakis,
1989 ; Croughamet al, 1988, 1989, 2006). Des cultures de cellules aeisnant été réalisées

a différentes vitesses d’agitation. L'impact devigesse sur la croissance des cellules, sur
I'expression de certaines molécules... a été étdanendant, la grande majorité de ces

études a conduit a I'élaboration de modeles detiqune de croissance et de mort basés sur
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des grandeurs globales de I'écoulement telles gymiissance globale dissipée. Peu d’entre
eux se sont basés sur des valeurs locales obtpaud3FD ou par mesures expérimentales.
Parmi les quelques exceptions, citons par exenigdetravaux intéressants d’Elias al.
(1995) et ceux d’Olmost al. (2009). Malheureusement, ces études ont étééeéalisur des
cultures de cellules libres en suspension et Isglteds ne sont donc pas extrapolables aux

cultures de cellules fixées sur des microporteurs.

Sur base de cette discussion, il apparait donéregtment difficile de découper la cuve en
deux zones (« problématique » et « non problématigpour le développement cellulaire) sur
base d’'une valeur seuil relative a la contraintgenoe normale .

Le découpage de la cuve doit donc étre basé suauwine grandeur. Cette grandeur pourrait
étre I'échelle de Kolmogorov. Certains auteurs gi@h et Papoutsakis, 1986, 1989 ;
Croughanet al, 1989, 2006) considérent en effet qu’une celluienale a la surface d’'un

microporteur ne peut étre endommagee que s’il@xigtsein de I'écoulement des tourbillons
dont la taille est égale ou inférieure a la tailes microporteurs (voir Chapitres | et II). Ces
petits tourbillons génerent des contraintes deilldegent a la surface des cellules. lls
favorisent également la collision entre microparsewoisins car leur taille correspond a la
distance moyenne entre deux microporteurs (CherrPagpoutsakis (1986, 1989)). Pour
calculer, en chaque point du plan de mesure |k tdéds plus petits tourbillons, nous avons
estimé l'échelle de Kolmogorov a partir du taux dissipation de I'énergie cinétique

turbulente par la relation :
|/3 1/4
A = (—j (-27)

&

L'échelle de Kolmogorov est ensuite normée pamiet moyenne des microporteurs. Cette
taille moyenne vaut 250 um et a été déterminéapalyse d’'image.

Les Figures I11-59 a 111-62 montrent la répartitispatiale de I'échelle de Kolmogorov normée

par la taille moyenne des microporteurs générée Ipamobile TTP 125 et EE 150

respectivement a la vitesse de rotathnet 2N;s. L'échelle de couleur a été adaptée pour

faire ressortir les zones potentiellement problémpat pour le développement cellulaire. I

s’'agit des zones jaunes, orange et rouges. Legsztwanches sont les zones non

problématiques. Trois criteres ont été successawe@mdoptes :

* Image de gauche : Les zones problématiques solescall leratio entre I'échelle de
Kolmogorov et la taille des microporteurs est irgara 1 ;

* Image du milieu: Les zones problématiques soresealu leratio entre I'échelle de
Kolmogorov et la taille des microporteurs est irgar a%;

* Image de droite : Les zones problématiques soméscelu leratio entre I'échelle de
Kolmogorov et la taille des microporteurs est irgar a %.

Ces trois valeurs sont celles les plus fréquemmiéés dans les études qui ont tenté de

déterminer les conditions hydrodynamiques dansukdkes les cellules animales sur

microporteurs sont endommagées dans des cuvessagité

- 156-



Chapitre Il : Caractérisation eulérienne de I'édement turbulent

A la vitesse de rotatioNs, les Figures 111-59 et 1I-61 indiquent, pour ldsux mobiles, la
zone problématique :
» [Est cantonnée a la zone balayée par le mobileugteafaible fraction du jet lorsque le

critere choisi estl, /d egale a %2 ;

« Estlimitée a la zone balayée par le mobile eted jla sortie des pales lorsque le critere
choisi estA, /d, égale &; ;

* Correspond a une zone répandue qui couvre une itéaje I'écoulement lorsque le
critere choisi estl, /d, égale a 1.

Le pourcentage en volume couvert par ces zonesdigtié dans le Tableau IlI-6.

A la vitesse de rotation Ris, les zones problématiques s’étendent fortement [@sudeux
mobiles et pour tous les critéres sélectionnés.
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Figure 111-59 : Mobile TTP 125 : Mise en évidenceed zones ou le ratio entre I'échelle de Kolmogolasale

et la taille moyenne des microporteurs (250 um) egauche) inférieur a 1, (milieu) inférieur a 2/3(droite)
inférieur & 1/2 lorsque le mobile tourne & la vitss de rotation .
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Figure 111-60 : Mobile TTP 125 : Mise en évidenceed zones ou le ratio entre I'échelle de Kolmogolosale
et la taille moyenne des microporteurs (250 um) egauche) inférieur a 1, (milieu) inférieur a 2/3(droite)
inférieur & 1/2 lorsque le mobile tourne a la vitss de rotation 2
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Figure 111-61 : Mobile EE 150 : Mise en évidence dezones ou le ratio entre I'échelle de Kolmogoroedle
et la taille moyenne des microporteurs (250 pum) efgauche) inférieur a 1, (milieu) inférieur a 2/3(droite)
inférieur & 1/2 lorsque le mobile tourne a la vitss de rotation .
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Figure 111-62 : Mobile EE 150 : Mise en évidence dezones ou le ratio entre I'échelle de Kolmogoroedle
et la taille moyenne des microporteurs (250 um) e&auche) inférieur a 1, (milieu) inférieur a 2/3(droite)
inférieur & 1/2 lorsque le mobile tourne & la vitss de rotation 2 N

Tableau 1lI-6 : Pourcentage en volume couvert pad zones problématiques en fonction du critére
sélectionné et de la vitesse de rotation du mobile.

TTP 125 Nis 2 Ns EE 150 Nis 2 Ns
1% critere 1% critere
(A d, =1) | 762%| 200%| (4 5 _g) | 100%| 100%
2°" critere 2" critere
(A 1d, = 066) 19.3 %) 88.4 % (A /d, = 066) 39.2 %) 100 %
3 critere 3" critere
(A /d, = 05) 3.2% | 38.1% (A /d, = 05) 95% | 70.2 %

Les distributions duratio entre I'échelle de Kolmogorov et la taille des roporteurs
montrent donc que, pour les valeurs les plus séveéuvecritere, des zones problématiques
existent déja a la vitesse de rotatdn Ce constat, basé sur I'analyse de la distributies
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valeurs locales de I'échelle de Kolmogordy, confirme les résultats obtenus au chapitre

précédent, ou une valeur moyennedeavait été estimée de maniére globale, a partiade
puissance globale dissipée au sein de la cuve.

Les difféerentes découpes de la cuve en zones patemtent problématiques et en zones non
problématiques seront couplées au Chapitre VI sajedtoires de la particule obtenues au
Chapitre V afin d’accéder a I'histoire de la partecen termes de temps de séjour, de temps
de retour et de fréquence de retour dans la zgmebiématique ».

7 Conclusion

7.1 Synthése

L’étude présentée dans ce chapitre correspond premiére étape de la méthodologie

développée dans cette thése. Il s’agit de la tamasation de maniere eulérienne de

I’écoulement turbulent en établissant, a partintesures 3D P.1.V. traitées selon I'approche

de Reynolds, des cartes décrivant de maniere qataeila répartition spatiale de :

» La composante moyenne de I'écoulement ;

 La composante turbulenteéa ses deux grandeurs caractéristiques que sontrdiéne
cinétique turbulent& et son taux de dissipatien;

* Les contraintes mécaniques générees par I'écoutereeles composantes du tenseur de
Reynolds ¢, =g u' u', ).

La connaissance de ces cartes permet de divisetume de la cuve en deux régions : I'une

est labélisée comme « problématique pour le dépelment cellulaire » car les

caractéristiques de I'écoulement local sont inagkzpta des cellules animales cultivées sur
microporteurs tandis que l'autre est labélisée cemon « non problématique ».

L’analyse des champs moyens générés par les mabilesl25 et EE 150 a leur vitesse de
rotationN;s montre que les mobiles générent tous les deuxcoul@ment axial composé d’'un
jet et de deux boucles de recirculation et quersl@omposantes comprises dans le plan
vertical de mesure sont d’amplitudes similairesar €ontre, il apparait que la composante
tangentielle générée par le mobile EE 150 est @i@axplus importante que celle produite par
le mobile TTP 125. La comparaison des champs nsgans les différents plans de mesure
montre que [I'écoulement mixte axio-tangentiel génépar mobile EE 150 est
significativement déformé a la proximité des coigades, tandis que I'écoulement
majoritairement axial généré par le mobile TTP p&sente une symétrie de révolution quasi
parfaite.

L’analyse des champs d’énergie cinétique turbulehtte son taux de dissipation générés par
les mobiles TTP 125 et EE 150 met en évidence gsianiobiles générent des distributions
spatiales similaires a leur vitesse de rotatiy (ou a des multiples de celles-ci). Ces
distributions sont caractérisées par des valeursimades kmax 0 2.5x10° m? §% enax O
5x10° m2 §°) dans la zone balayée par le mobile, dans lelsartie de ses pales et dans la
partie ascendante de la boucle de recirculation.Vadeurs de& et deg sont beaucoup plus
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faibles dans le reste de I'écoulemekic(1x10° m2 $%; £< 1x10° m2 $%. Les résultats
obtenus sont en bon accord avec les résultats digéia@ature ainsi qu’'avec des résultats
déduits de grandeurs globales mesurées comme $aamge globale dissipée. Bien que
conduisant a des distributions spatialek @ dee trés similaires &5, les mobiles ont des
caractéristiques intrinseques trés différentes ceriemmontre I'analyse des champskds £
rendus adimensionnels en les divisant respectivean(zz N d)?2 et N3d2. Ces champs
adimensionnels présentent en effet des distribsittmériques caractérisées par des gammes
de valeurs trés distinctes. Par exemple, les wvalewaximales normées deet ¢ valent
respectivement 0.07&2N d? ét 5N3d? pour le mobile EE 15@lors qu’elles ne valent que
0.025 722N 8 2et 0.6N3d2pour le mobile TTP 125.

L’analyse de la distribution spatiale des compossudiu tenseur de contraintes de Reynolds
montre que les contraintes mécaniques sont maximddes le jet a la sortie des pales
(T max 0152 N m?=,7

imx 102 Nm™) et nettement plus faibles ailleurs

(Timax <08 Nm?, 7, .. <01 N m?). Il apparait également que les contraintes ntasna
sont quasiment dix fois plus élevées que les comémde cisaillement. Les premiéres jouent

donc un rble prépondérant. La moyenne des cotgminormalesr, a été calculée afin
d’obtenir une seule carte qui caractérise la rémartspatiale des contraintes mécaniques.

Le découpage de la cuve en zone problématique opoar le développement cellulaire a été
basé sur la répartition spatiale de I'échelle dértGgorovik et non sur la répartition spatiale
de r, car d’'une part, il a été impossible de trouversdianlittérature une valeur seuil dg

pertinente dans le cas ou les cellules sont celiva@ir microporteurs dans une cuve agitée et
d’autre part, diverses études ont mis en évidemae le rapport entre I'échelle de
Kolmogorov et la taille des microporteurs est un balicateur de I'impact potentiel du stress
hydrodynamique sur le développement cellulaire oisTratios, frequemment cités dans la
littérature, ont été sélectionnés : matio de 1, urratio de%: et unratio de ¥2. Le découpage
de la cuve selon ces trois criteres montre que lelusitere est strict (le plus strict étant le
ratio de 1) plus la zone problématique est étenduen kst de méme lorsque la vitesse de
rotation du mobile augmente. Ainsi, a la vitesgerdtationN;s, la zone problématique
correspond & une zone couvrant les % inférieuaaeve lorsque leatio choisi vaut 1 tandis
gue la zone problématigue est cantonnée a la zaagde par le mobile et une faible fraction
du jet lorsque leatio choisi est ¥2. A la vitesse de rotatiof;g elle correspond, par contre, a
'ensemble de la cuve si latio choisi est 1 et a une zone couvrant la zone balagé le
mobile, le jet a la sortie des pales et une pdgdita boucle de recirculation supérieure lorsque
le ratio vaut %.

7.2 Discussions

Quelle que soit la grandeur qui a été étudiée danshapitre, une répartition spatiale non
homogéne a été observée. Dans tous les cas, trssvaettement plus élevées ont été
obtenues dans la zone balayée par le mobile etldaets a la sortie des pales du mobile. Du
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fait de cette inhomogénéité, une cellule fixée sar microporteur en mouvement dans
I’écoulement sera soumise a un environnement hydedique local tres variable au cours
du temps suivant ses positions successives awledm cuve. La caractérisation eulérienne
de [I'écoulement ne permet donc pas, a elle seulagccéder a cette succession
d’environnements et d’évaluer leur possible effgégratif sur le métabolisme cellulaire.
Pour caractériser la succession d’environnemehtssti nécessaire de coupler I'approche
eulérienne présentée dans ce chapitre a une agpragmangienne. Cette approche
lagrangienne, présentée au Chapitre V, consistétermdiner la trajectoire d’une particule
grace a un dispositif expérimentale de trajectdgeamptique. Le couplage des deux
approches est présenté au Chapitre VI.
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Annexe IlI-1 : Validation des mesures 3D P.I.V.: résultats
relatifs au mobile EE 150

Au Point 2.2, les mesures 3D P.L.V ont été valid@gascomparaison a des mesures 2D P.1.V..
Afin de conserver un texte le plus concis possibdils les résultats relatifs au mobile TTP
125 ont été présentés. Les résultats relatifs @ilenEE 150 sont donc présentés dans cette
annexe. Comme annoncé précédemment, les mémesusionsl peuvent étre tirées: les

mesures 3D P.I.V. permettent d’accéder de maniatdef aux champs moyensn_x(,Figure

[11-63) et (u_y, Figure IlI-64) ainsi qu’a la répartition spatiales moyennes quadratiques des

fluctuations des composantes de la vitesse conspdaes le plan de mesurgy? , \u2,

u', u',, Figure I1I-65, Figure 111-66, Figure I1I-67). @endant, pour ce mobile, il n’a pas été

possible de valider les composantes hors plan isorrale I'absence de mesure 2D P.LV.
dans des plans horizontaux ou tangentiels. Néarsn@uisque la méme calibration des
caméras a été employée pour les deux mobiles,aildg fortes raisons de penser que la

moyenne quadratique de la composante tangentielléa dluctuation de la vitessgu'

estimée par 3D P.LV. est peu fiable et qu’il cemtide I'évaluer a 'aide de I'hypothese d’
« isotropie » de la Relation I1I-3.
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Figure 111-63 : Comparaison des profils axiaux dealcomposante radiale adimensionnel@/ITN ddela

vitesse moyenne : mobile EE 150, mesures 2D P (bleu) et 3D P.I.V. (rouge) dans le plan vertlca
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Figure 111-64 : Comparaison des profils axiaux dealcomposante axiale adimensionnel@/ﬂN d de la

vitesse moyenne : mobile EE 150, mesures 2D P.(bleu) et 3D P.1.V (rouge) dans le plan vertical.
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Figure 111-65 : Comparaison des profils axiaux dealcomposante radiale adimensionneuéu'i /7TN d de

la moyenne quadratique de fluctuation de vitesseobile EE 150, mesures 2D P.1.V. (bleu) et 3D P.L.V
(rouge) dans le plan vertical.
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Figure 111-66 : Comparaison des profils axiaux dealcomposante axiale adimensionnell\%u'f, /ITN ddela

moyenne quadratique de fluctuation de vitesse : ni@EE 150, mesures 2D P.L.V. (bleu) et 3D P.1.Vo(ge)
dans le plan vertical.
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Figure 111-67 : Comparaison des profils axiaux dealmoyenne temporelle du produit croisé des compdéssn
radiale et axiale de la fluctuation de la vitessg, U', /(77N d)? : mobile EE 150, mesures 2D P.LV. (bleu)

et 3D P.I.V. (rouge) dans le plan vertical.
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Liste des symboles

EE 150

TTP 125
2D P.L.V.
3D P.LV.

P25,50,75,90,99

Ri

~

Cc cl|lc

Mobile axial de modéle « Elephant Ear »pli&on) diametre d=150 mm
Mobile axial de modéle TTP (Mixel) et dardetre d=125 mm

P.L.V. mesurant 2 des 3 composantesedteur de vitesse

P.L.V. stéréoscopique mesurant les 3pmsantes du vecteur de vitesse

Hauteur du mobile dans la cuve [m]
Constante de Smagorinski

Diamétre du mobile [m]
Diametre moyen des microporteurs [m]

Energie cinétique turbulente

[J]

Estimation de la valeur maximale de I'énergiegtiqque turbulente [J]

Moyenne de I'énergie cinétique turbulente

[J]

Vitesse de rotation [touf]s
Vitesse de rotation minimale de maintien en suspans [tour ']
Puissance globale dissipee W]
Pression hydrostatique [N
Percentile des distributions numeériques

Fonction d’auto corrélation des champs fluctuaietyitesse 1
Diametre de la cuve [m]
Temps [s]
Vitesse instantanée s
Vitesse moyenne temporelle sfin
Fluctuation de la vitesse [m §']
Moyenne quadratique de la fluctuation de la gies [m ]
Moyenne temporelle du produit croisé des coraptes de la [m?g
fluctuation de la vitesse

Composante radiale du vecteur de vitesse Ims
Composante axiale du vecteur de vitesse Ims
Composante tangentielle du vecteur de vitesse [m
Volume balayé par le mobile [m3]
Vitesse linéaire en bout de palé.\.d ) [m sf
Hauteur des pales [m]
Coordonnée radiale comprise dans le plan du laser [m]
Coordonnée axiale comprise dans le plan du laser [m]
Coordonnée tangentielle perpendiculaire au plalaser [m]
Axes du repére spatial associé aux mesures 3. P.| [-]

Angle entre la projection du vecteur 3D et I'honztale [°]
Angle formé entre le vecteur 3D et le plan de mesu [°]
Résolution spatiale des mesures P.I.V. [m]
Intervalle de temps [s]
Taux de dissipation de I'énergie cinétique tuenid [ s3]
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max

™

moyen

NN
S

Taylor

XY,z

T >>

< <

Estimation de la valeur maximale du taux de degtson de
I'énergie cinétique turbulente [m?]s
Moyenne du taux de dissipation de I'énergie dijuét turbulente  [m2§

Echelle de Kolmogorov [m]
Echelle de Taylor [m]
Echelle intégrale [m]
Echelle intégrale dans la direction x, y ou z [m]
Viscosité dynamique [Pa]
Viscosité cinématique [m2]s
Viscosité turbulente [mZB
Masse volumique de l'eau [kg*n
Masse volumique des particules de traceur 3IWP.1. [kg m?]
Contraintes normales [N
Contraintes de cisaillement [N
Moyenne des contraintes normales R m

- 166-



Chapitre 1l : Caractérisation eulérienne de I'édement turbulent

Table des figures

Figure 1lI-1 : Choix de l'orientation des axes etsilcomposantes de la vitesse par rapport a
la position du plan éclairé par le laser (représ&piar le cadre vert ci-dessus)................. 9.10

Figure 11I-2 : Reconstruction du vecteur 3D a partide ces deux projections dans le plan

éclairé par le laser et mesuré par chaque Camera..............ooeeeeiiiinviiiiiiiiieeiieeee e e 109
Figure 111-3 : Mires de calibration utilisées lordes mesures 3D P.L.V........cccccvvvvveeeee. 110
Figure [lI-4 : Montures de SCheimpPflug. ...... e e 111
Figure IlI-5: Boitier de synchronisation et statioie calcul Dell. ..............cccvvviiiiinnnnn. 111
Figure 11I-6 : Zones observées successivementggdeéux Cameras..........ccccvvvvveeeeeeennn. 11.1

Figure 1lI-7 : lllustration de I'algorithme de traément de la corrélation croisée adaptative .

...................................................................................................................................... 112
Figure 111-8 : Position des contre-pales vis-a-ds plan de mesure. .................cooeeenneee 112
Figure 111-9 : Ensemble des traitements appliquéslies mesures 3D P.LV. ...........cceue...e. 113
Figure I1I-10 : Position du plan de mesure horizaint-z (Delafosse et al., 2011) .............. 114
Figure IlI-11 : Position du plan de mesure tangehti-z (Delafosse et al., 2011)............... 114

Figure 1lI-12 : Comparaison des profils axiaux de ¢composante radiale adimensionnelle
u,/mNdde la vitesse moyenne : mobile TTP 125, mesure® 2. (bleu) et 3D P.L.V.
(rouge) dans le plan VEITICAL .............oo e e e e et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e eaeeaannn 116

Figure 111-13 : Comparaison des profils axiaux de tomposante axiale adimensionnelle
I/ﬂNdde la vitesse moyenne : mobile TTP 125, mesure®.2M. (bleu) et 3D P.L.V.

(rouge) dans le plan VEITICAL .............oo e e e e e et e e e e e e e e ee e e e e e e e e e e eeaaeannnes 116

Figure 11I-14 : Comparaison des profils radiaux ¢tk composante radiale adimensionnelle
u_x/ﬂNdde la vitesse moyenne : mobile TTP 125, mesure®.2M. (bleu) dans le plan
horizontal (y=-220 mm) et 3D P.L.V. (rouge) danglan vertical...............c..oovvvvvnnnnnnnen. 116

Figure 11I-15: Comparaison des profils radiaux déa composante tangentielle
adimensionnelleu_z/ﬂN d de la vitesse moyenne : mobile TTP 125, mesureB.R. (bleu)
dans le plan horizontal (y=-220 mm) et 3D P.I.\auge) dans le plan vertical. ................. 116

- 167-



Chapitre 1l : Caractérisation eulérienne de I'édement turbulent

Figure 111-16 : Comparaison des profils axiaux de tomposante axiale adimensionnelle
U_y/lTNd de la vitesse moyenne : mobile TTP 125, mesure®.EM. (bleu) dans le plan

tangentiel (r=62.5 mm) et 3D P.I.V. (rouge) danplan vertical. ............ccoevvvvvvriiinnnn 117

Figure 111-17: Comparaison des profils radiaux déa composante tangentielle
adimensionnelleu_z/ﬂN d de la vitesse moyenne : mobile TTP 125, mesureB.RW. (bleu)
dans le plan tangentiel (r=62.5 mm) 3D P.L.V. (redglans le plan vertical....................... 117
Figure 1lI-18 : Comparaison des profils axiaux de ¢composante radiale adimensionnelle

\/U_')Z(/ZTN d de la moyenne quadratique de fluctuation de vitessebile TTP 125, mesures
2D P.LV. (bleu) et 3D P.LV. (rouge) dans le plaartical. ............cccoeeeiiieiiiiieeeeeiri e, 117

Figure 111-19 : Comparaison des profils axiaux de tomposante axiale adimensionnelle

JE/}TN d de la moyenne quadratique de fluctuation de vitessebile TTP 125, mesures
2D P.1L.V. (bleu) et 3D P.L.V. (rouge) dans le plaartical. ..............oevuiiiiiiiinniiiiiiiiee, 118

Figure 111-20 : Comparaison des profils axiaux dermoyenne temporelle du produit croisé

des composantes radiale et axiale de fluctuatiotadatesseu’, u', /(77N d)? : mobile TTP
125, mesures 2D P.1.V. (bleu) et 3D P.I.V. (roudg)s le plan vertical. ......................... 181

Figure 111-21 : Comparaison des profils radiaux tke composante radiale adimensionnelle

1/E/HN d de la moyenne quadratique de fluctuation de vitessebile TTP 125, mesures

2D P.L.V. (bleu) dans le plan horizontal (y=-220 mm3D P.l.V. (rouge) dans le plan
vertical, Relation d’isotropie 111-3 (noir) dans lglan vertical............ccccovviiiiiiiiiiiceee.. 120

Figure I1I-22 : Comparaison des profils radiaux tseemoyenne temporelle du produit croisé
des composantes radiale et tangentielle de la datadn de la vitessar', u', /(77N d)?* :

mobile TTP 125, mesures 2D P.L.V. (bleu) dandde horizontal et 3D P.1.V. (rouge) dans
[€ PlAN VEITICAL ... e e e e e et 120

Figure 111-23 : Comparaison des profils axiaux de ¢omposante axiale adimensionnelle

\/U_'i/ﬂN d de la moyenne quadratique de fluctuation de wtesaobile TTP 125, mesures

2D P.L.V. (bleu) dans le plan tangentiel (x=67.5 )n8D P.I.V. (rouge) dans le plan vertical,
Relation d’isotropie IlI-3 (noir) dans le plan vaal. ...............oooovveriiiiiiiiiee e, 120

Figure I1I-24 : Comparaison des profils axiaux deermoyenne temporelle du produit croisé
des composantes axiale et tangentielle de lauatmin de la vitesses', u', /(77N d)? :

mobile TTP 125, mesures 2D P.1.V. (bleu) dandde tangentiel et 3D P.L.V. (rouge) dans
[€ PlAN VEITICAL ..o e et 120

Figure [11-25 : MODIlE TTP 125 e 122




Chapitre 1l : Caractérisation eulérienne de I'édement turbulent

Figure [11-26 : MODbile EE 150 ....cccccoi i e e e e e e e e e e e e e e e aeeeaneees 123

Figure I11-27 : Outils de comparaison de l'internsitelative de la composante axiale vis-a-vis
de la composante radialex) et de la composante tangentielle vis-a-vis déesetomprises
daNnS 1€ PIANK). ..o e e e e e e ————————— 124

Figure 111-28 : Mobile TTP 125, (gauche) comparaisale I'importance relative de la
composante axiale par rapport a la composante radia) (droite) et de la composante
tangentielle par rapport a la projection dans leapldu laser f£) : bleu <30°, jaune : [30°-

CT0 I =T B 0 18 o T G O 125

Figure 111-29 : Mobile EE 150, (gauche) comparamsae I'importance relative de la
composante axiale par rapport a la composante nadia) (droite) et de la composante
tangentielle par rapport a la projection dans leapldu laser g) : bleu <30°, jaune : [30°-

L0 I O 010 o [T G O PSPPSR 125

Figure 111-30 : lllustration de la boucle de reciutation d’axe vertical qui se forme a
l'arriere des CONre-PAIES. .......cccciiiiiieeeeee e e e e e e e e e e sns e r b b e b aeeeeeeeees 127

Figure 111-31 : EE 150 : Champ moyen de vitesseenbta 20 rpm (}y) dans les 5 plans de
mesure verticaux. La couleur du fond indique lEeuade la norme des vecteurs de vitesse
3D en chaque point tandis que leurs projectionssdianplan du laser sont représentées par
[€S fIECNES NOITES......eeeeeeece et e e e e e et nnar e e e e e e e eeaaeaes 128

Figure 111-32 : Comparaison des composantes radialdale et tangentielle mesurées dans le
plan formant un angle de 9° et 45° avec le plancwdre-pales, Mobile EE 150, N=20 rpm.

Figure 111-33 : Comparaison des profils axiaux derlorme de la vitesse dans le plan formant
un angle de 45° avec le plan des contre-pales jJbétua moyenne des 5 plans (rouge),
Mobile EE 150, NZ20 FPIM. coeiitiiiiiiiiieee s cmmmmme e e e e et eeeeeteebassas s s s e e e e e e e e e aaaaaeeeaaaaeeeeeeessens 129

Figure 111-34 : TTP 125 : Champ moyen de vitessgepb a 50 rpm (]y) dans les 5 plans de
mesure verticaux. La couleur du fond indique leeuade la norme du vecteur de vitesse 3D
en chaque point tandis que leurs projections danglén du laser sont représentées par les
fIECNES NOIMES. ...t e e e e e e e e e e e e e e e e as 130

Figure 111-35 : Comparaison des composantes radialdale et tangentielle mesurées dans le
plan formant un angle de 9° et 45° avec le plan clastre-pales, Mobile TTP 125, N=50

Figure 111-36 : Comparaison des profils axiaux derlorme de la vitesse dans le plan formant
un angle de 45° avec le plan des contre-pales jJbétua moyenne des 5 plans (rouge),
Mobile TTP 125, N=50 FPIM. ceiiiiiiiiiiee e eeeeetae s e s e e eeeae e s e e e e e eaeaeeees 131

- 169-



Chapitre 1l : Caractérisation eulérienne de I'édement turbulent

Figure 111-37 : Etude de la convergence de I'énergiinétique turbulente en fonction du
nombre de champs fluctuants utilisé pour la calcule.............ccccooeeieiiiiiiiiiiiiii e, 133

Figure 111-38 : Spectre de I'énergie cinétique tutbnte et de son taux de dissipation (Bailly
et Marsden, 2011) L’abscisse est exprimée en NOMHOMEIEK . ........cevvvvvveiiiiiiiieeeeeeeeee, 133

Figure 111-39 : Distribution du ratio entre la résation des mesures 3D P.1.V. et I'échelle de
Taylor estimée a partir de la moyenne quadratigeelal composante radiale (gauche) ou
axiale (droite) de la fluctuation de la vitesseaavitesse de rotation;§\ Cadre de gauche :
mobile TTP 125, cadre de droite mobile EE 15Q..............coooiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeees 134

Figure [11-40 : Distribution du ratio entre la résation des mesures 3D P.1.V. et I'échelle de
Taylor estimée a partir de la moyenne quadratigeelal composante radiale (gauche) ou
axiale (droite) de la fluctuation de la vitesseaavitesse de rotation 2N Cadre de gauche :
mobile TTP 125, cadre de droite mobile EE 15Q.............coooiiiiiiiiiiiiiii e, 134

Figure 111-41 : Mobile TTP 125 (rouge) : zone ouekt maximale, (bleu) : zone ou k est
] (=T g =To [ 1= 1T PRSPPI 135

Figure 111-42 : Mobile TTP 125 : (gauche) : distikion de I'énergie cinétique turbulente (m?2
s?) & la vitesse de rotationi\ (droite) : distribution adimensionnelle de I'ége cinétique

turbulente normée par le carré de la vitesse autlb@upale”N2d?®. .......c..ccccovevevenenne, 136

Figure 111-43 : Mobile EE 150 : (gauche) : distriion de I'énergie cinétique turbulente (m?2
s?) a la vitesse de rotationi\ (droite) : distribution adimensionnelle de I'ége cinétique

turbulente normée par le carré de la vitesse autlo@upale 7°N°d”. ........ccooevveeeeereennne. 136

Figure 1I-44 : Mobile TTP 125 : Comparaison desofils axiaux de k7#°N°d* obtenus
dans les différents plans verticaux avec les wafibyens (bleu fonc€) obtenus en moyennant
les résultats acquis dans 1es CiNG PlANS. .. occcoreeeeeeieeceee e 137

Figure 111-45 : Mobile EE 150 : Comparaison des fil® axiaux de k"N *d* obtenus dans
les différents plans verticaux avec les profils emsy(bleu foncé) obtenus en moyennant les
résultats acquis dans 1eS CING PlANS. .......ooviieiiiiiiiiieeiee e 137

Figure I11-46 : lllustration de I'ajustement d’un®nction exponentielle#() décroissante sur
les points expérimentaux de la fonction d’auto-étation Ry qroite (A) Obtenue au point (x=-
01T T Y O 0 o ) R SRRPPPRPR 142

Figure 111-47 : Mobile TTP 125: Répartition spakta de I'échelle intégrale globale
A obtenue a la vitesse de rotatiopy Na gauche, valeurs exprimées en m ; au milieleura
normées par le diamétre du mobile (d=125 mm) ; @itdy valeurs normeées par la hauteur
(o L o T= oI AT A 1 ] 1 ) 143

- 170-



Chapitre 1l : Caractérisation eulérienne de I'édement turbulent

Figure 111-48 : Mobile EE 150 : Répartition spat@alde I'échelle intégrale globalé obtenue
a la vitesse de rotationi\ a gauche, valeurs exprimées en m; au milieleura normées
par le diamétre du mobile (d=125 mm) ; a droitelewms normées par la hauteur de pale

Figure 111-49 : Profil radial de I'échelle intégra (mm) obtenue a 5 mm sous le mobile A310
(d/T=0.33, Y/T=0.33), BUQAY (1998). ....eiiieeeeaeittiiiee ettt enneee e e 144

Figure I1I-50 : Mobile TTP 125 : Répartition spaleadu taux de dissipation de I'énergie
cinétique turbulente estimée par la méthode dinoemslle (Relation [lI-15). (Gauche) :
valeurs absolues (m®scalculées a la vitesse de rotatiop (Droite) valeurs normées par N3
0 P 145

Figure IlI-51 : EE 150 : Répartition spatiale duwa de dissipation de I'énergie cinétique
turbulente estimée par la méthode dimensionnellelafion I11-15). (Gauche) : valeurs
absolues (m23 calculées & la vitesse de rotatiop (Droite) valeurs normées par N3 d2..145

Figure 11I-52 : Evolution du taux de dissipation tiénergie cinétique turbulente en fonction
de la résolution spatiale des mesures (gauche)ufieol du percentile 99 de la distribution
obtenue pour le mobile TTP 125 a 50 rpm (droitedl&ion de la valeur moyenne dans le jet
des pales d’'un mobile de type hélice A310 (LighttMfi=0.33, Y/T=0.33, N=2165 rpm, Baldi
€1 Al., 2002). ittt e et e ettt ettt ——————— ettt ba e e e aaaeaaaes 148

Figure 11I-53 : Comparaison de la répartition duita de dissipation de I'énergie cinétique
turbulente (m28) observées dans ce travail et dans I'étude de stz et al. (2011)....... 148

Figure 11I-54 : Mobile TTP 125 : Comparaison desfils axiaux des/N3d2 obtenus dans
les différents plans verticaux avec les profils emsy(bleu foncé) obtenus en moyennant les
résultats acquis dans 1€S 5 PIANS. .......ooiviiiiici e 149

Figure 111-55 : Mobile EE 150 : Comparaison des fil® axiaux de&/N3d2 obtenus dans
différents plans verticaux avec les profils moyé@nigu foncé) obtenus en moyennant les
résultats acquis dans 1€S 5 PIaNS. ......eviiieeeeeeir e 149

Figure 111-56 : Représentation de I'écoulement tulent proposée par Venkat et al. (1998) :
zones de pur cisaillement ou sont générées desanutels de cisaillement (deux figures de
gauche) et zones de contraction ou de divergenceemuainent des contraintes normales
(o [N Qo T T =23 (=T [ {01 =) R 151

Figure I1I-57 : Mobile TTP 125 : Distribution spatie des composantes du tenseur de

contraintes de Reynolds,,7,,,7,,,7,,( N m?) obtenue a la vitesse de rotatiop Minsi que

la moyenne des contraintes normalggN DT12). ettt ettt 153

-171-



Chapitre 1l : Caractérisation eulérienne de I'édement turbulent

Figure 11I-58 : Mobile EE 150 : Distribution spati@a des composantes du tenseur de
contraintes de Reynolds,,7,,,7,,,7,, (N m®) obtenue & la vitesse de rotatiop Minsi que

la moyenne des contraintes normaI@s(N.rriz) .............................................................. 154

Figure 111-59 : Mobile TTP 125 : Mise en évidencesdzones ou le ratio entre I'échelle de
Kolmogorov locale et la taille moyenne des micrapors (250 um) est : (gauche) inférieur a
1, (milieu) inférieur a 2/3, (droite) inférieur &2 lorsque le mobile tourne a la vitesse de
0] =1 110 18 NPT PP 157

Figure 111-60 : Mobile TTP 125 : Mise en évidencesdzones ou le ratio entre I'échelle de
Kolmogorov locale et la taille moyenne des micrapors (250 um) est : (gauche) inférieur a
1, (milieu) inférieur a 2/3, (droite) inférieur &2 lorsque le mobile tourne a la vitesse de
0] =110 ] o 2 PP 157

Figure 11I-61 : Mobile EE 150 : Mise en évidencesdsones ou le ratio entre I'échelle de
Kolmogorov locale et la taille moyenne des micrapors (250 um) est : (gauche) inférieur a
1, (milieu) inférieur a 2/3, (droite) inférieur &2 lorsque le mobile tourne a la vitesse de
0] =1 110 o 18 NPT 158

Figure 111-62 : Mobile EE 150 : Mise en évidencesdsones ou le ratio entre I'échelle de
Kolmogorov locale et la taille moyenne des micrapors (250 um) est : (gauche) inférieur a
1, (milieu) inférieur a 2/3, (droite) inférieur &2 lorsque le mobile tourne a la vitesse de
0] =110 o 2 PP 158

Figure 11I-63 : Comparaison des profils axiaux d@ ¢composante radiale adimensionnelle
u_x/ﬂNdde la vitesse moyenne : mobile EE 150, mesure®.2M. (bleu) et 3D P.I.V.
(rouge) dans le plan VErTICAL ............ . 162

Figure 111-64 : Comparaison des profils axiaux de ¢omposante axiale adimensionnelle
u,/7Ndde la vitesse moyenne : mobile EE 150, mesures 2U.Rbleu) et 3D P.L.V.
(rouge) dans le plan VErtICAL .............. e 163

Figure 1lI-65 : Comparaison des profils axiaux d@ ¢composante radiale adimensionnelle

\/U_')Z(/ﬂNd de la moyenne quadratique de fluctuation de vitessebile EE 150, mesures
2D P.LV. (bleu) et 3D P.L.V. (rouge) dans le plaartical. ............cccceeeiiiiiiiiiieeeeiri e, 163

Figure 111-66 : Comparaison des profils axiaux de tomposante axiale adimensionnelle

\/E/ﬂNd de la moyenne quadratique de fluctuation de vitessebile EE 150, mesures
2D P.LV. (bleu) et 3D P.L.V. (rouge) dans le plaartical. ............cccoeeeeiieiiiiieeeeeiii e, 164

-172-



Chapitre 1l : Caractérisation eulérienne de I'édement turbulent

Figure IlI-67 : Comparaison des profils axiaux derhoyenne temporelle du produit croisé
des composantes radiale et axiale de la fluctuatierta vitesseu', u', /(77N d)? : mobile EE
150, mesures 2D P.1.V. (bleu) et 3D P.1.V. (roudg)s le plan vertical........................ 164

-173-



Chapitre 1l : Caractérisation eulérienne de I'édement turbulent

Table des tableaux

Tableau IlI-1 : Distribution numérique des composanradiale, axiale, tangentielle, de la
norme de la vitesse moyenne et de la norme dedgection (m 8) dans le plan vertical de
MESUIE A 18 VILESSEEN. ....cciiiiiiiiiiiie et 126

Tableau 111-2 : Distribution numérique de I'énerginétique turbulente. .......................... 513

Tableau 11I-3 : Comparaison des valeurs moyennesiatimales du taux de dissipation de
I'énergie cinétique turbulente (Mm% estimées par P.L.V. ou calculées & partir de la
puissance globale diSSIPEE. .......coiiuiieeeeeree e e e e 146

Tableau IlI-4 : Comparaison des valeurs maximalestdux de dissipation de I'énergie
cinétique turbulente (m?3§ observées dans ce travail et dans I'étude de foste et al.
210 TR 148

Tableau 1lI-5 : Percentiles 25, 50, 75, 90 et 9% digstributions des contraintes normales et
de cisaillement (N 1) générées par les mobiles TTP 125 et EE 150 aviéesse de rotation

Tableau I11I-6 : Pourcentage en volume couvert peg tones problématiques en fonction du
critere sélectionné et de la vitesse de rotatiomaiile. ............cccccvvvviiiiiiiiiiiieeeicenn. 158

- 174-



Chapitre 1l : Caractérisation eulérienne de I'édement turbulent

Bibliographie

Aubin, J., Mavros, P., Fletcher, D.F., Xuereb, Bertrand, J., 2001. Effect of axial agitator
configuration (up-pumping, down-pumping, reversttion) on flow patterns generated in
stirred vessels. International Symposium on Miximdndustrial Processes, ISMIP 4, 14-16
May 2001, Toulouse, France.

Baldi, S., Hann, D., Yianneskis, M., 2002. On theasurement of turbulence energy
dissipation in stirred vessels with PIV techniquBsoceedings of the 11th International
Symposium on Applied Laser Techniques in Fluid Metb, Lisbon.

Bailly, C., Marsden, O., 2003. Cours de physiqus deoulements turbulents dispensé a
I'Université de Lyon, Transparent 10 du cours nBnamique de la turbulence et théorie de
Kolmogorov, http://acoustique.ec-lyon.fr/cours/cours?.pdhsulté le 5 décembre 2011.

Bugay, S., 1998. Analyse locale des échelles aaatijues du mélange: Application de la
technique P.1.V. aux cuves agitées. These de dctoniversité de Toulouse, France.

Cherry, R.S., Papoutsakis, E.T., 1986. Hydrodycagffects on cells in agitated tissue
culture reactors. Bioprocess Engineering 1, 29-41.

Cherry, R.S., Papoutsakis, E.T., 1989. Growth death rates of bovine embryonic kidney
cells in turbulent microcarrier bioreactors. Biopess Engineering 4, 81-89.

Chung, K.H.K, Barigou, M., Simmons, M.J.H., 200Reconstruction of 2D flow field inside
miniature stirred vessels using 2D P.L.V. technigGeemical Engineering Research and
Design 85, 560-567.

Croughan, M.S., Hamel, J.F., Wang, D.I.C., 1988fedEs of microcarrier concentration in
animal cell culture. Biotechnology and Bioenginegi32, 975-982.

Croughan, M.S., E.S. Sayre, and D.I.C. Wang, 1989cous reduction of turbulence damage
in animal-cell culture. Biotechnology and Bioenggriag 33, 862-872.

Croughan, M.S., Hamel, J.F., Wang, D.I.C., 2006didgynamic effects on animal cell
grown in microcarrier cultures. Biotechnology anddhgineering 95, 295-305.

Delafosse, A., Collignon, M.L., Crine, M., Toye,,2011. Estimation of the turbulent kinetic
energy dissipation rate from 2D-PIV measurements wessel stirred by an axial Mixel TTP
impeller. Chemical Engineering Science 66, 1728717

- 175-



Chapitre 1l : Caractérisation eulérienne de I'édement turbulent

Elias, C.B., Desai, R.B., Patole, M. S., Joshi, JMashelkar, R.A., 1995. Turbulent shear
stress- effect on mammalian cell culture and measeant using laser doopler anemometer.
Chemical Engineering Science 50, 2431-2440.

Escudié, R., Liné, A., 2003. Experimental analydisiydrodynamics in a radially agitated
tank. AIChE Journal 49, 585-603.

Gabriele, A., Nienow, A.W., Simmons, M.J.H., 2009se of angle resolved PIV to estimate
local specific energy dissipation rates for up- do@/n-pumping pitched blade agitators in a
stirred tank. Chemical Engineering Science 64 ,128-

Gadge, R.S., Patwardhan, A.W., Sawant, S.B., JddBi, 2005. Effect of flow pattern on
cellulose deactivation in stirred tank bioreactolShemical Engineering Science 60, 1067-
1083.

Galletti, C. , Brunazzi, E., Pintus, S., PagliaAti, Yianneskis, M., 2004. A study of reynolds
stresses, triples products and turbulence states radially stirred tank with 3-D laser
anemometry. Chemical Engineering Research anqjp&g, 1214-1228.

Gregoriades, N., Clay, J., Ma, N., Koelling, K., &hers, J.J., 2000. Cell damage of
microcarrier cultures as a function of local enedigsipation created by a rapid extensional
flow. Biotechnology Bioengineering 69, 171-182.

Godoy, R.D., 2008. Lethal and sublethal effectdhydrodynamics forces on animal cell
culture. Thése de doctorat. Ohio State Univer&itgts-Unis.

Hall, J.F., Barigou, M., Simmons, M.J.H., StittHE. 2005. Comparative study of different
mixing strategies in small high throughput expemntagon reactors. Chemical Engineering
Science 60, 2355-2368.

Joshi, J.B., Elias, C.B., Patole, M.S., 1996. Ridlaydrodynamic shear in the cultivation of
animal, plant and microbial cells. Chemical Engmeg Journal 62, 121-141.

Khan, F.R., Rielly, C.D., Brown, D.A.R., 2006. Aegesolved stereo P.l.V. measurements
close to a down-pumping pitched blade turbine. ralbal Engineering Science 61, 2799-
2806.

Kresta, S.M., Wood, P.E., 1993. The flowldigoroduced by a pitched blade turbine:
characterization of the turbulence and estonatof the dissipation rate. Chemical
Engineering Science 48, 1761-1774

Kumaresan, T., Joshi B.J., 2006. Effect of impedesign on the flow pattern and mixing in
stirred tanks. Chemical Engineering Journal 173-193.

- 176-



Chapitre 1l : Caractérisation eulérienne de I'édement turbulent

Micheletti, M., Baldi, S., Yeoh, S., Ducci, A., Ragakis, G., Lee, K, Yianneskis, M., 2004.
On spatial and temporal variations and estimatesnefrgy dissipation in stirred reactors.
Chemical Engineering Research and Design 82, 334-34

Olmos, E., Barbouche, N., Fournier, F., Blanch&d,Guedon, E., Marc, A. 2009. Hydro-
kinetic modelling of animal cell response to tudnil mixing in bioreactors. Proceedings in
the 2" annual meeting of the European society for antahitechnology. Dublin, Ireland.

Piirto,M., Eloranta, H., Saarenrinne, P., 2000tedactive software for turbulence analysis
from P.L.V. vector data. Proceedings in thd" 18ternational Symposia on Applications of
Laser Techniques to Fluid Mechanics. 10-13 Jubhon, Portugal.

Pope S.B., 2000. Turbulent Flow. Cambridge UniwgiiB8ress, Cambridge.

Saarenrinne, P., Piirto, M., Eloranta, H., 200Experiences of turbulence measurements with
P.L.V. Measurement Science Technology 12, 1904191

Sharp, K., Adrian, R., 2001. P.IV study of smalkle structure around a rushton turbine.
AIChE Journal 47, 766-778.

Smagorinsky, J., 1963. General circulation expents with the primitive equation-1. The
basic experiment. Monthly Weather Review 91, 99:16

Sheng, J., Meng, H., Fox, R., 2000. A large ediyRethod for turbulence dissipation rate
estimation. Chemical Engineering Science 55, 4@34.

Stathopoulos, N.A., Hellums, J.D., 1985. Shearsstreffects on human embryonic kidney
cells in vitro. Biotechnology and Bioengineerin@, 2021-1026.

Unadkat, H., Rielly, C.D., Hargrave, G.K., Nagy Z.R009. Application of fluorescence
P.l.V. and digital image analysis to measure turbulepigerties of solid-liquid stirred
suspensions. Chemical Engineering Research andrb@s, 573-586.

Venkat, R.V., Stock, L.R., Chalmers, J.J., 1995ud§ of hydrodynamics in microcarrier
culture spinner vessels: a particle tracking velmtry approach. Biotechnology and
Bioengineering 49, 456-466.

Zhou, G., Kresta, S.M., 1996. Impact of geometry tba maximum turbulence energy
dissipation rate for various impellers. AIChE. Jwlr42, 2476-2490

-177-






Chapitre IV :

Caracterisation du mélange génére par
les mobiles TTP 125 et EE 150 au sein
du bioréacteur a cuve agitée utilisé en
culture de cellules animales sur

microporteurs
S0 o = PP PO 180
N 111 o T 1 To{ 1[0 o 181
2  Description globale du mélangevia le temps de mélange..........ccoooeevvvvvivccccc e 182
2.1 F Y o] o F= L =TT S =1 B 4 1= o o L= PR 182
2.2 RESUIALS. ...ttt e st e e e e sttt e e s e e e e e e e n it b e e e e e e e nnre s 183
3 Caractérisation locale du mélangevia I'analyse des mesures P.L.I.LF. ...........coovcaee. 185
3.1 La technique expérimentale P.L.LE .........ooi e 185
R 700 0 R o o 0 Tox T o= PP TP PP PP 185
3.1.2 Conditions d’acquisition des mesures P.L.LF e 187
3.1.3 Traitements des dONNEES DIULES ...........iiceeeeeenee e ittt e e e s eneaaeee s 188
3.2 Analyse des champs instantanés de CONCENtration..........cccccovvivviieeeeiiiiereeeersieeee e 189
3.2.1  DeSCription QUAIITALIVE .......uveeiiiiiiieeee e eecei e e e e e e e e e e s e e s s s e e e e e e eaaaaaaaeees 189
3.2.2 Limitations inhérentes a la technique P.L.LF e, 192
1 TG T B T=TTox o 110 o o [ F= U 1] €= L1 )= 196
4  Discussion des résultats en relation avec les domsadisponibles sur le métabolisme des
CElIUIES ANIMAIES ... ettt et e mme e et e e eeeeeeeeeesssssnnnnnnennnnes 201
Annexe V-1 : Détermination de temps de mélangeia la technique P.L.ILF........................ 205
IS (S0 [Ty Y g o1 ] = PP 207
LIz o1 (=30 [T o U = 208
Table des tablEaUX ........ooo e 210

BiblIOGIrapRi© .......eeece e 211



Chapitre 1V: Caractérisation du meélange

Résumé

L’étude développée répond a la question suivarites gradients de concentration qui

apparaissent temporairement dans la cuve lorsqusohgion est injectée a sa surface, tel que
c’est le cas lorsque de la soude concentrée esitég pour réguler le pH, peuvent-ils avoir un
effet sur le métabolisme cellulaire vu les faibltesses de rotation employées? Dans
I'affirmative, le mélange doit étre pris en comptes de la description Euler-Lagrange de

'écoulement. Dans le cas contraire, son effet @ée négligé et les champs de concentration
peuvent étre considérés comme constants et hommgene

Pour répondre a cette question, il faut dans uaemigre étape caractériser le mélange au sein du
bioréacteur et ensuite comparer les résultats obtanx données disponibles dans la littérature
sur les métabolismes des cellules animales.

La caractérisation du mélange a été réalisée par@@proches expérimentales complémentaires :
» La premiére est une approche globale qui consistaractériser le mélange par la mesure
d'un temps de mélangevia la méthode conductimétrique. Les mesures ontmeiéées a
diverses vitesses de rotation et dans des biotéaatie tailles croissantes (80 L et 600 L) en
similitude géomeétriqgue avec le bioréacteur de 20Qes mesures ont permis de calculer la
constante de la corrélation de Greenwdteal. (1995) relative a la géométrie particuliére du
bioréacteur étudié ici. Elles ont également peeisnontrer que les temps de mélange étaient
relativement courts, de I'ordre de 20 secondes f[gorobile TTP 125 et 30 secondes pour le

mobile EE 150 lorsqu’ils tournent chacun a leur vitesse de iotalNs , permettant le
maintien en suspension compléte des microporteurs k& cuve de 20 L.

» La seconde approche est plus locale. Elle consisteesurer, par la technique P.L.I.F.,
I'évolution temporelle des champs de concentratiom traceur (solution de rhodamine 6G)
dans trois plans verticaux de la cuve suite a wection impulsionnelle. Ces mesures
montrent que la dispersion du traceur dans la estiedans un premier temps, controlée par la
maniére dont on injecte la solution dans la cuvenaw’étre influencée par les conditions
hydrodynamiques qui regnent au sein de I'écoulem®ans le cas présent, la concentration
maximale dans la cuve passe quasi-instantanément dvaleur de 100% a 30% de la
concentration de la solution injectée. Ensuitecdacentration maximale dans les plans de
mesure chute rapidement selon une loi en puissaheefraction du plan de mesure ou la
concentration est supérieure a un seuil critigix@, drbitrairement a 1% de la concentration
de la solution injectée, n'est que de quelquesqemus.

Dans tous les cas, méme le plus défavorable, lorednjection de soude tres concentrée réalisée
a la surface libre du liquide, les temps de mélangsurés sont de plusieurs ordres de grandeur
inférieurs aux temps caractéristiques relatifs & oodification du métabolisme cellulaire. Les
éventuelles hétérogénéités de concentration n‘audmmc pas d’effet significatif sur le
métabolisme cellulaire dans les conditions de ng&agtudiées. C'est la raison pour laquelle,
dans la suite de ce travail, les champs de coratenirseront supposés constants et uniformes au
sein de la cuve agitée.
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Chapitre IV: Caractérisation du mélange

1 Introduction

Le sujet étudié dans ce chapitre est le mélangeiaudu bioréacteur et plus particulierement,
I'évolution temporelle des hétérogénéités de coimnagon qui apparaissent lorsque I'on
injecte un petit volume de solution tracante aun ki bioréacteur. Cette situation est, par
exemple, couramment rencontrée lors de la régulat® pH ou de la soude concentrée est
injectée a la surface du bioréacteur. Le but the é&ude est de déterminer si ces gradients de
concentration temporairement présents dans ledmteér peuvent avoir ou non un impact sur
le métabolisme cellulaire et doivent des lors gtie en compte ou non lors de la description
couplée Euler-Lagrange de I'écoulement.

Pour répondre a cette question, le mélange gérgéréep mobiles TTP 125 et EE 150 est
caractérisé selon deux approches.

La premiere approche est globale et caractériselange a travers un temps de mélange. Ce
temps de mélange est estimé par des mesures egpéales de conductimétrie. Les mesures
sont répétées a diverses vitesses de rotatiometdiss bioréacteurs de tailles croissantes (80
L et 600 L) en similitude géométrique avec le bamtéur de 20 L. L’objectif est double.
D’'une part, ces mesures servent a déterminer |lataote de la corrélation de Greenville
(Greenville et al, 1995) pour chaque mobile afin d’avoir a dispositiune corrélation
applicable pour toute étude future de montée eallecfscale-up) et spécifique a la géométrie
particuliere du bioréacteur étudiée dans cetteeti{fand hémisphérique, 2 contre-pales).
D’autre part, ces mesures servent a établir legpgenaractéristiques des processus de
mélange. Ces temps seront comparés aux tempdéaastigues du métabolisme cellulaire
afin d’établir 'impact des gradients de concentratsur le fonctionnement des cellules
animales.

La seconde approche est locale et établit la mai@nt la solution tracante se répartit dans la
cuve au cours du temps grace a des mesures exptlesavec la technique P.L.I.F. (Planar
Laser Induced Fluorescent). Cette technique estée a des cuves de petits volumes. Les
mesures ont donc été réalisées dans divers plaiisau de la cuve de 20L. L'intérét de ce
type d’étude est de caractériser I'évolution terefjerdes champs de concentration. Elle
permet une description plus complete des procedsusélange que la mesure du temps de
mélange, car outre I'information temporelle, elfgparte également une information relative a
la distribution spatiale des concentrations.

Dans les deux premieres parties de ce chapitr@utds expérimentaux utilisés pour chaque
approche seront présentés et les résultats obsemost décrits. Ces résultats seront ensuite
discutés a la lumiere des données disponiblesesmnétabolisme cellulaire dans la troisieme
partie de ce chapitre.

Ce chapitre est, en quelle sorte, une parenthése ldaméthodologie développée dans cette
thése. Nous I'avons néanmoins placé a cette posit non a la fin de la thése car le sujet
abordé présente, selon notre point de vue, quelquactéristiques eulériennes et
lagrangiennes a la fois. Nous avons trouvé queit’'élés lors, une bonne transition.
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Chapitre IV: Caractérisation du mélange

2 Description globale du mélange via le temps de
mélange

2.1 Appareils et méthodes

Le temps de mélange est défini comme le temps s@cepour atteindre un niveau prédéfini
d’homogénéité a I'échelle macroscopique apres figealans le bioréacteur d’'une solution
tracante. |l existe différentes techniques pouerméner ce temps de mélange. Dans ce
travail, nous avons successivement utilisé la tegclen conductimétrique dans trois
bioréacteurs géométriquement similaires de 20, 8608 L. Une petite quantité d’'une
solution saturée en NaCl (359 g')Lest injectée a la surface libre du liquide. Lanp
d’injection choisi dans ce travail est indiqué RuFigure IV-1. Les quantités injectées dans
chaque cuve ainsi que le temps nécessaire pouseédiinjection sont présentés dans le
Tableau IV-1. La sonde conductimétrique utilisémadt I'étude est de fabrication maison
(Figure 1V-2). Elle est composée d’'un fil de phatientouré autour d’un cylindre en PVC sur
une hauteur de 5 cm. Ce fil de platine est cogn&atne carte électronique. La sonde délivre
un signal électrique proportionnel a la conduddivitcale autour du fil de platine, qui est elle-
méme directement proportionnelle & la concentratioNaCl. Le signal est enregistré a une
fréquence de 2 Hz a l'aide du logiciel Labview gien 2.5.2). L’'extrémité inférieure de la
sonde est située a 9 cm de la surface libre didigu.a position de la sonde par rapport au
point d’injection est indiquée sur la Figure 1V-1.

/ pm%
[ ]
)

Injection point

Figure 1V-1 : Localisation du point d'injection dda
solution de NaCl et de la position de la sonde
conductimétrique lorsque la cuve est vue du haut.

Figure 1V-2 : Sonde de conductimétrie « maison ».

Tableau IV-1 : Volume de NaCl injecté dans chaquave et temps d'injection correspondant.

Volume de la cuvg Volume injecté] Temps d’injection
(L) (mL) (s)
20 40 15
80 150 3
600 1000 5

Comme mentionné ci-dessus, la valeur numériqueethps de meélange dépend du critere
sélectionné pour définir 'hnomogénéité du traceursain de la cuve. Dans la littérature
scientifique, des criteres d’homogénéité de 9098 3 99% sont souvent mentionneés.
Dans ce travalil, le critere de 95% a été choig.tdmps de mélange correspondant est donc le
temps nécessaire pour la conductivité de la soluigtour de la sonde ne s’éloigne plus de
plus de 5% de la valeur asymptotique finale mesurée
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Chapitre IV: Caractérisation du mélange

Les temps de mélange ont été déterminés pour champlole aux vitesses de rotation
indiquées dans le Tableau IV-2. Ces vitesses @ns@ectionnées de maniere a conserver
une méme gamme de valeurs du nombre de Reynol@8-¢g8B 000) dans les trois volumes
de bioréacteur étudiés. Pour chaque conditionitd&gn, I'injection du traceur et la mesure
du temps de mélange sont répétées deux fois. Blgioe, comme le montre le Tableau V-2,
les mesures de temps de mélange n’ont pas puag@te flans le bioréacteur de 600 L pour le
mobile TTP 125 ¢/T=0.4) vu la non disponibilité de ce mobile pourteetuve. Son
équivalent erd/T=0.5 était par contre disponible, c’est pourqusitEmps de mélange ont été
mesurés pour ce mobile dans les cuves de 20, @WDdL.

Tableau IV-2 : Vitesse de rotation du mobile utilie pour déterminer les temps de mélange dans les
différentes tailles de bioréacteur.

Mobile | Volume de la cuvq Vitesses de rotatioh
(L) (rpm)
TTP 125 20 60, 120, 170
(d/T=0.4) 80 60, 90, 120
cw L OO
(d/T=0.5) *
600 10, 15, 20
20 40, 85, 120
TTP 150 80 40, 60, 80, 100
(d/T=0.5) 7
600 10, 15, 20, 30, 5(

2.2 Reésultats

Les temps de mélangg mesurés dans les conditions reprises dans le diab\-2 sont
présentés dans les Figures V-3 et IV-4, en fonatie la vitesse de rotation. Sur base de ces
points expérimentaux, le paramefeale la corrélation de Greenville (Greenvidteal, 1995)

a été déterminé pour chaque mobile par la méthedembindres carrés :

1Y 1 }T)
t, = A[WJ{N ;/SJ[EJ (IV-1)

Cette corrélation est intéressante car elle intémutes les variables qui influencent le temps
de mélangdy. Il s’agit de la vitesse de rotation du mokiNedu type de mobilevia son
nombre de puissandg, et du ratio entre le diametre du mobitket le diameétre de la cuvie

Sur les Figures V-3 et V-4, les courbes continaegespondent aux valeurs de temps de
mélange prédites par la corrélation de Greenville.

L’analyse de ces résultats conduit a deux comnresstai

Le premier concerne les valeurs de temps de mélaagpeirées. Les Figures IV-3 et V-4
montrent que les temps de mélange mesurés dads/égses cuves sont relativement courts.
Dans la plus grande cuve (600 L) et a la vitessetdion la plus faible (10 rpm), ils sont de
I'ordre de 50 s pour le mobile EE 15@/T=0.5) et 100 s pour le mobile TTP 150T=0.5).

De plus, ils chutent a des valeurs de I'ordre retspeament de 10 s et 20 s lorsque la vitesse
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Chapitre 1V: Caractérisation du meélange

de rotation du mobile augmente car, comme le mdatoorrélation de Greenville, le temps
de mélange est inversement proportionnel a lasatee rotation du mobile, indépendamment
de la taille de la cuve. Notons encore qu’a lasgiéede rotatioiNjs pour la cuve de 20 L, les
temps de mélange valent respectivement environgfusle mobile TTP 125\;s= 50 rpm)

et environ 30 s pour le mobile EE 180s=20 rpm).

120 ~ 60 -
© 100 -
0 80 - D 40 -
Q
() |
g o £
e i o
E’ 40 ; 20 -
X X
g 20 S
0 0
0 20 40 60 80 100 120 140 160 18( 0 20 40 60 80 100 120 140
rotating speed (rpm) rotating speed (rpm)

Figure 1IV-3 : Temps de mélange expérimentaux Figure IV-4 : Temps de mélange expérimentaux
mesurés par conductimétrie dans des cuves agitées mesurés par conductimétrie dans des cuves agitées
respectivement par les mobiles TTP 125 (d/T=0.4 respectivement par le mobiles EE 150 (d/T=05, )

.m,0) TTP 150 (d/T=0.5¢,e, ) Les courbes  La courbe correspond a la corrélation de Greenvitia
correspondent a la corrélation de Greenville ou le le parametre A déterminé par ajustement par la
parametre A vaut resp. 3.67 et 3.34. méthode des moindres carrés vaut 2.95.

Le deuxiéme commentaire concerne la corrélatiogenville. Un bon accord est observé
entre les valeurs prédites par cette corrélatiomsagjustement de son paramétre et les
mesures expérimentales. Néanmoins, la valeur danpdre A, qui vaut respectivement
3.67+0.32, 3.34+0.15 et 2.95+0.27 pour les mobIil€R 125 (I/T=0.4), TTP 150d/T=0.5) et

EE 150 (/T=0.5) est trés différente de la valeur 5.2+0.5Z2pnbé par Greenvillet al( 1995).
D’ou cette différence peut-elle bien provenir ? uRmioi la corrélation établie ici prédit-elle
des temps de mélange plus courts que celle de @Gite@n Pour établir la valeur de 5.2,
Greenville et ses collaborateurs ont mesuré degpdede mélange avec trois sondes
conductimétriques, disposées comme illustré sgclema de la Figure IV-5. Ces mesures
sont réalisées dans des cuves a fond plat dodidesetres valent respectivement 0.30, 0.61,
1.83 et 2.97 m (soit des volumes de 21, 170, 489326 L), équipées de quatre contre-pales
et mélangées par divers types de mobile (turbin@wdhton, mobile a pales profilées, turbine
a pales inclinées ou a pales droites...). Le diaan@é&s mobiles testés varient entre T/3 et
T/2. Les mobiles sont placés au tiers de la haudeuiquide. Comme le montre la Figure
IV-6, extraite de la publication de Houcie¢ al. (2000), le temps de mélange mesuré par
chaque sonde, en régime turbulent, est sensiblelmenéme, a I'exception de celui mesuré
par la sonde située dans le jet a la sortie dessphl mobile qui est Iégerement plus faible.
Pour établir le parametre de sa corrélation, Griders choisi comme temps de mélange la
moyenne des temps de mélange mesuré par les troiles L’'écart-type standard de son
parametred pour I'ensemble des conditions testées est de +1Risieurs pistes peuvent étre
évoquées pour expliquer la différence des résubbatenus ici vis-a-vis des travaux de
Greenvilleet al. Une premiere piste pourrait étre la difféerencgpdsitionnement de la sonde
vis-a-vis du point d’injection. Cependant, mémeeda avait une influence, vu que la sonde
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Chapitre IV: Caractérisation du mélange

et le point d’injection sont tous deux pres de uaface du liquide, cela devrait entrainer,
comme le montre la Figure IV-6 une surestimatiortedups de mélange ; ce qui est l'inverse
de ce qu’on observe ici puisqu’on mesure des tetep®élange plus courts que ceux prédits
par Greenvilleet al. Une autre piste plus probable est I'effet de dargétrie de la cuve.
Contrairement aux cuves utilisées par Greenwlleal, la cuve utilisée ici a un fond
hémisphérique et seulement deux contre-pales. @ol@mmontrent les travaux de Houcite

al. (2000), les temps de mélange mesurés dans des @vend hémisphérique sont
approximativement 10% plus faibles que ceux mesimés des cuves a fond plat. Par contre,
la présence de quatre contre-pales au lieu de dewait contribuer a réduire le temps de
mélange, en augmentant la puissance globale déssiple débit de pompage comme cela a
été mis en évidence en Annexe II-3 du ChapitreAlu vu de ces effets antagonistes, il est
difficile de dire si les différences géométriquedre la cuve étudiée ici et celles employées
par Greenvilleet al. expliquent la différence de résultats observés.

N

Figure V-5 : Position relative du point d’injectia et des sondes conductimétriques lors de I'étuds ttmps
de mélange réalisée par Greenville et al. (199Bhages extraites de la publication de Houcine et @000).
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3 Caractérisation locale du mélange via l'analyse des
mesures P.L.1.F.

3.1 Latechnique expérimentale P.L.I.F.

3.1.1 Principe

La technique P.L.I.LF. permet de mesurer des changtantanés de concentration dans un
plan éclairé par un laser. Le dispositif P.L.LElisé dans ce travail est composé des mémes
appareils (caméra, laser, boitier de synchronisataydinateur, logiciel) que le dispositif
P.L.V. commercialisé par la société Dantec Dynamidsa principale différence entre la
technique P.LV. et la technique P.L.ILF. est Ipetyde traceur utilisé : les particules
micrométriques utilisées en P.LV. sont remplagéas une solution fluorescente (solution
aqueuse de rhodamine 6G) qui est injectée dangvia cLes mesures permettent de suivre
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I’évolution au cours du temps de la distributioatigde de la concentration de cette substance
fluorescente.

Le laser Nd-Yag ponctuel est ici aussi étendu eplan a I'aide d’'une lentille. Il pulse a une
frequence maximale de 18 Hz. Tout comme lors desunes P.1.V., le laser éclaire un plan
vertical de la cuve. Pour les mesures P.L.I.Fplaa est décalé de 5 mm par rapport a I'axe
d’agitation afin d’éviter la formation d’'une zoneothbre derriere I'axe et ainsi pouvoir
observer I'évolution de la concentration dans leenble du plan. Les photons émis par le
laser a une longueur d’'onde de 532 nm sont pragezesnt absorbés par des molécules de
rhodamine 6G situées dans le plan du laser. Ld&cules, qui ont été excitées, réémettent
ensuite de la lumiere a des longueurs d’'onde caaprentre 540 nm et 640 nm. Cette
lumiére émise est enregistrée par une caméra et dbptique est perpendiculaire au plan
éclairé par le laser et qui est équipée d'un fitmapant les longueurs d’onde inférieures a 570
nm et donc celles émises par le laser. Le résbhat obtenu est donc une succession
d'images dans lesquelles le niveau de gris de @aigel dépend de la fluorescence émise
par les molécules de rhodamine et donc de leurerdration.

En effet, une expression théorique basée sur laldoBeer-Lambert permet de relier, en
chaque point du plan de mesure, la fluorescenamiséépar les molécules de rhodamine
excitées a la concentration en rhodamine. L'inténde la fluorescencd-) varie avec la
concentration en rhodamine 6G)(et I'énergie fournie par le lase)(dans chaque volume
élémentaire/. délimité par I'épaisseur du laser (1mm) et laacefcorrespondant a 1 pixel de
image acquise par la caméra. D’autres paramétpéisiues entrent également en jeu. lls
sont considérés comme constants au cours d’'une re@pégience et sont rassemblés dans le
parametre constarf§yic. Lorsque la loi de Beer-Lambert est intéegrée chaque volume
élémentairé/., la relation suivante est obtenue :

F = fopic AV ECQ,(T) (IV-2)

L€ qui correspond aux phénomeénes d’absorption quiethbiétre intégrés sur le

avec A =e
chemin optique suivi par la lumiére. Le paramedrest le facteur d’absorption du
liquide.
Q,(m qui est le coefficient quantique des moléculesoriéscentes (c'est-a-dire la
fraction de I'énergie absorbée qui est réémisa)tarhpératuré@ et a la longueur d’onde
d’excitationA.

Le coefficient quantique des molécules de rhodarbi@en’est pas sensible aux fluctuations

de température. Cette grandeur ainsi que le cosfti optiquefqpic et le volume élémentaire

peuvent donc étre rassemblés dans une constantewww, = f_,.V.Q,. De plus, pour

de faibles concentrations en rhodamine 6G, les @ghénes d’absorption sont faibles. Deés
lors, la valeur du coefficien; qui intervient dans I'Equation IV-2 est proche de 1
Connaissant également I'énergie du laBeda concentration en chaque point du plan de

mesure peut étre déterminée a partir de la flueresc émise et donc du niveau de gris
enregistré en chaque pixel par la caméra par latidel IV-3, dérivée de la Formule 1V-2:
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F
a E

(IV-3)

Le terme de proportionnalit& entre la fluorescende et la concentratio, pour un niveau

E de I'énergie du laser est déterminé pixel parlpxkaide d’'une courbe de calibration. La
procédure de calibration consiste a successivereemlir la cuve de plusieurs solutions de
concentration homogene connue en la substanceeficence et, pour chaque solution,
d’acquérir des images P.L.I.LF.. La courbe de catiibn permet non seulement le calcul du
parameétrer,, mais également de déterminer la concentratioidiBiiique au-dela de laquelle
la relation entre la concentration et la fluoreseen’est plus linéaire. Avec le dispositif
utilisé, cette concentration limite vaut 60 pg L

3.1.2 Conditions d’acquisition des mesures P.L.I.F.

Les champs de concentration mesurés par la teah®dul.F. sont limités spatialement dans
le plan de mesure, qui est le plan vertical coupantuve juste devant I'axe du mobile.
Cependant, comme illustré a la Figure IV-7, lorsqufaible volume de Rhodamine 6G est
injecté a la surface du liquide, le nuage de Rhada®G ne s’étend pas uniquement dans un
plan vertical parallele a 'axe du mobile. Sowffét du mouvement de rotation du mobile, il
s'étend également dans la direction perpendicukairglan de mesure. Cette dispersion ne
peut donc pas étre suivie par des mesures P.tebksées dans un seul plan. Pour compenser
en partie cette limitation de la technique, le kistide la dispersion du nuage de rhodamine
est réalisé dans 3 plans de mesure de plus enépignés du point d’injection et qui
permettent donc d’observer le processus de dispedsi traceur a trois « instants » différents.
Le mot suivi est mis ci-dessus entre guillemetslaanesure dans les trois plans n’est pas
réalisée de maniere simultanée mais de maniéressive suite a trois injections différentes.
Cette maniére de procéder revient a poser I'hypethgue, dans les mémes conditions
d’agitation et d'injection, la solution tracante s®artit en moyenne de la méme maniere.
Pour des raisons pratiques, I'éloignement prodrelssplan de mesure par rapport au point
d’injection, n’est pas réalisé en déplacant lerlasgis plutét en modifiant la position du
point d’injection (Figure 1V-8) dans la cuve. Siltamément, les contre-pales ont également
été déplacées de maniére a rester dans la mémiguwratibn expérimentale, en conservant la
méme distance entre les contre-pales et le poinjfedtion. Tout se passe donc comme si la
cuve et le dispositif d’'injection subissait uneatadn de 18° entre chaque configuration. Afin,
gu’'a chaque instant, la concentration en rhodarG®elans le plan de mesure reste dans la
gamme linéaire, entre 0 et 60 pd,La concentration en Rhodamine 6G de la solution
injectée a été adaptée en fonction de la distante dée point d’'injection et le plan de
mesure : une injection de 5 mL d’'une solution d® @ L au point 1, de 5 mL d'une
solution de 400 pgtau point 2 et de 5 mL d’une solution de 800 |galu point 3. Chaque
injection est répétée 3 fois pour chaque conditibagitation. L'augmentation de la
concentration moyenne en rhodamine 6G dans la apk&s dispersion de chaque injection
est trés faible ; ces augmentations valant respentnt 0.025 ugt, 0.1 pg * et 0.2 pg -

Il est donc possible d’étudier la dispersion dedéution tracante dans les trois plans et aux
vitesses de rotation des mobiles TTP 125 et EEid8iguées dans le Tableau IV-3 sans
devoir vidanger la cuve.
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Tableau IV-3 : Vitesses de rotation auxquelles @té effectuées les mesures P.L.I.F.
Mobile Vitesse de rotation (rpm)
TTP 125| 50 =N;s, 67, 75, 85, 102, 120, 130
EE 150 | 20 =N;, 30, 40, 50, 67, 75, 85, 40

]

- B

N [

Laser

2 3
Figure IV-7 : lllustration de la dispersion du nuag [ cemera
de Rhodamine 6G dans la direction axial et de sa Figure 1V-8 : Positions relatives du plan du lasedes
rotation dans la direction transversale. points d'injection et des contre-pales.

3.1.3 Traitements des données brutes

Les données brutes sont, pour chaque injection,suigeession d’'images acquises a une
fréquence de 18 Hz et contenant 182280 pixels2. Le niveau de gris de chaque pixel,
exprimé sur une échelle a 4096 divisions (12 bitépend de la concentration en rhodamine
6G.

La premiere étape du traitement est logiguemembdegertir ces images exprimées en niveau
de gris en champs exprimés en concentration (i drace aux droites de calibration
préalablement mesurées en chaque pixel. Ces slaétealibration ont été établies pour 20
niveaux de concentration compris entre 0 et 50 fig L

En pratique, les droites de calibration ont étéurass a la fin de la campagne de mesure
décrite au point précédent, en injectant & 20 seprb mL d’'une solution 10 000 pd Lce

qui entraine apres I'homogénéisation de chaquectiojg une augmentation de la
concentration moyenne de rhodamine dans la cu@5gg L. Pour chaque concentration,
50 images sont enregistrées afin d’établir les tésoide calibration en chaque pixel.
L’élaboration des droites de calibration ainsi daeconversion des images exprimées en
niveaux de gris en champs exprimés en concentratiah réalisés dans I'environnement du
logiciel Dynamics Studio (version 3, Dantec S.A)ni avec le dispositif expérimental.

Les deuxieme et troisieme étapes du traitementiatnmsequement liees a la maniére dont
les mesures de la campagne décrite au Point 3nt.8t® menées. Puisque les injections de
rhodamine sont réalisées les unes a la suite dessaans vidanger la cuve, il est nécessaire
de soustraire des champs instantanés de concentlatvaleur de la concentration moyenne
dans la cuve avant l'injection. De méme, puisqgedolutions injectées aux trois positions
mentionnées sur la Figure V-8 ont des concentmatitifférentes (100, 400 et 800 pg)Lil

faut normer les concentrations obtenues en chaqum par la concentration de la solution
injectée afin de pouvoir comparer les résultatemmis dans les trois plans.
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3.2 Analyse des champs instantanés de concentration

3.2.1 Description qualitative

Les mesures P.L.I.F. sont réalisées dans trois particaux différents afin d’étre a méme de
suivre le processus de dispersion et de mélangasainstants différents. Cet objectif a été
atteint en adaptant la distance entre le plan deureeet le point d’injection (Figure V-8,
page 188) ainsi que la concentration de la solutittée.

L’analyse des images acquises dans les plans 1,2 (Eigures IV-9, IV-10 et IV-11
respectivement) montre que le processus de méleggydte de deux phénomeénes: une
premiere dilution lors de l'injection de la solutidragante dans la cuve, qui semble étre
contrdlée par les conditions d’injection, et unktitin et dispersion subséquente, qui dépend
des conditions hydrodynamiques au sein du bioréactees phénomeénes se produisant lors
de I'injection de la solution tragante sont obsblga uniquement dans le plan 1, qui contient
le point d’injection. La dispersion et la dilutialu nuage de traceur est par contre observable
dans tous les plans pendant une durée qui dépetathths que met le nuage a traverser et a
quitter le plan.

Figure 1V-9 : Observations des images (en niveauxgris) acquises dans le plan 1 lorsque 5 mL d’'une
solution 100 pg [* de rhodamine 6G sont injectés & la surface librelttau & 3 cm (T/10) du bord de la cuve
et lorsque le mobile TTP 125 tourne a la vitessero@tion N (50 rpm).

- 189-



Chapitre 1V: Caractérisation du meélange

Figure 1V-10 : Observations des images (en nivead gris) acquises dans le plan2 lorsque 5 mL d’'une
solution 400 pg [* de rhodamine 6G sont injectés a la surface libre Itkau & 3 cm (T/10) du bord de la cuve
et lorsque le mobile TTP 125 tourne a la vitesserat@tion N (50 rpm).

Figure 1V-11 : Observations des images (en niveal gris) acquises dans le plan 3 lorsque 5 mL d’'une
solution 800 pg [* de rhodamine 6G sont injectés a la surface libre Itkau & 3 cm (T/10) du bord de la cuve
et lorsque le mobile TTP 125 tourne a la vitesserdt@tion N (50 rpm).
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Décrivons plus en détails les deux phénomenes.

L'injection des 5 mL de la solution 100 pd de rhodamine 6G est réalisée a la surface libre
de I'eau contenue dans la cuve a l'aide d’'une ppaitomatique dont la pointe a été coupée
afin d’augmenter son diameétre (3 mm), d’élargirsaife jet et réduire sa vitesse de
pénétration dans le liquide. L’injection dure appmativement une seconde. Pendant cette
période, la valeur maximale de niveau de gris degjes de la Figure V-9 est plus ou moins
constante et localisée exclusivement dans le {ettte valeur semble de plus, d’apres les
autres mesures réalisées dans ce plan, étre intkgerde la vitesse de rotation et du type de
mobile utilisé. Elle dépend donc exclusivement @esditions d'injection,i.e. de la
concentration de la solution tracante injectéeeetadvitesse superficielle du jet, qui dépend
elle-méme du volume injecté, du temps d’injectiore diametre de la pointe de la pipette.
Cette hypothése aurait pu étre vérifiée en tesfémitres conditions d’injection, mais ce
n'était pas le but de la présente étude. Noussadomc préféré rester dans des conditions
d’injection standardisées, similaires a celles eygds en culture de cellules.

Sur base de l'observation des images des Figure® IV-10 et IV-11, il semble que la

dispersion du nuage de rhodamine 6G résulte de méganismes :

* Le déplacement du nuage au sein du bioréacteun §émulement moyen. On observe
en effet qu'au cours du temps, le nuage descersdlaarone balayée par le mobile et sort
des plans de mesure car il suit le mouvement daioot du fluide autour de l'axe du
mobile ;

* L’incorporation de filets de fluide voisins par emaction avec les tourbillons locaux
présents dans I'écoulement turbulent. On obsenveffet que le nuage de rhodamine
s’étend en prenant une structure plus filamenteuse.

Ces observations coincident parfaitement avec ldeleade mélange proposé par Baldyga et

Pohorecki (1995). Ces derniers décrivent le mélange quatre mécanismes intervenant a

des échelles de tailles et de temps différentes :

e Le mécanisme de macromeélange qui a lieu a léeche - ———
macroscopique. Selon ce mécanisme, les paquetsackur |®
sont dispersés dans la cuve en suivant la steuctie
I’écoulement moyen et sans modification de leutetanitiale
obtenue apres injection ;

* Le mécanisme de mésomélange qui a lieu dans la gar
d’échelle s’étendant entre la taille des paquetstrdeeur
initiaux et I'échelle de Kolmogorov. Selon ce mdisane, les
paquets de fluide se divisent en plus petits paqoat ils
subissent des contraintes de cisaillement lorsjuiteragissent
avec les tourbillons locaux de I'écoulement turbute

* Le mécanisme de micromélange par incorporationaqtieu

»
dans la gamme d’échelle ou les tourbillons sordtirgdment i‘

bY

stables (1 a 12 fois I'échelle de Kolmogorov) dut fde
I'équilibre entre I'étirement provoqué par les aainites
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turbulentes et la dissipation due aux contraintsgueuses. @
Selon ce meécanisme, ces tourbillons s’enroulent esux- :
mémes incorporant ainsi au sein des paquets deutraiu
fluide de la cuve et formant ainsi des structuaesdllaires ;

* Le mécanisme de micromélange par diffusion quirunet
dans une gamme d'échelles inférieures a I'échelee d
Kolmogorov. D’aprés ce mécanisme, les gradients d
concentration au sein des structures lamellairepadaissent
par diffusion moléculaire.

Le mélange de la solution tracante est donc goévear la structure de la composante
moyenne de I’écoulemenu_)(,q,u_z) et par les propriétés localds € de la composante

turbulente de I'écoulement. Or, au chapitre prénédnous avons montré que les grandeurs
qui caractérisent ces deux composantes sont fondticdype de mobile employé et que leur
valeur absoluei.e. non normée) dépend de la vitesse de rotation deai®le. L’effet du
mobile et de sa vitesse de rotation sur le mélaegent illustrés dans la section présentant
'analyse quantitative des mesures P.L.1.F..

3.2.2 Limitations inhérentes a la technique P.L.I.F

La technique P.L.I.LF. souffre de deux limitationentlil est important d’avoir conscience
avant tout analyse quantitative des résultats. deaxg limitations sont des mesures entachées
d’'un bruit expérimental relativement important ati gestent limitées en un plan. Les
paragraphes suivants mettent en évidence I'impticatle ces limitations sur I'analyse des
résultats.

Pour quantifier I'erreur expérimentale, la méthadid suivante a été appliquée sur les 50

images qui correspondent a des champs homogengsi @nt été enregistrées a chaque

niveau de concentration pour établir les droitesalibration :

» Conversion des images en champs de concentration ;

» Calcul, a partir du set de 50 images corresponalamt niveau de concentration donné, de
I'ecart-type de concentration observé en chaque! ixer);

» Calcul de la moyennesfoye) €t du percentile 99ay) de la distribution des valeurs
d’écart-type observées au sein du plan de mesure.

Les deux premieres étapes sont réalisées a l'aidiegitiel Dynamics Studio (version 3) et la

troisieme est réalisée a l'aide du tableur Excditi@m 2003). L’erreur expérimentale est

donc caractérisée par deux valeurs : la moyennecgaime son nom l'indique, correspond a

'erreur moyenne rencontrée dans le plan de mesute percentile 99 qui correspond aux

points les plus défavorables, ou I'erreur est makem

La Figure IV-12 présente la distribution des vatetde concentration recalculées en différents
points dans 50 images acquises pour un méme nileeaancentration homogéne de 5 |ig L
En I'absence d’erreur expérimentale et vu que teghes de calibration sont établies pour
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chaque pixel, un seul batonnet devrait apparaitsevaleur 5 pug L. La présence des erreurs
expérimentales entraine un étalement des valetwsiragdie cette valeur moyenne.

18
16 - n
14 -
124+ -----mm e e T I | e | B

10 A n

<2 [2-2.5] [2.5-3] [3-3.5] [3.5-4] [4-4.5] [4.5-5] [5-5.5] [5.5-6] [6-6.5] [6.5-7]

Figure 1V-12 : Distribution des concentrations obsgtes en sept points différents dans 50 images
correspondant & une concentration moyenne de 5 iy L

On voit que la distribution des valeurs est prodlume loi normale (courbe de Gauss). Des
distributions similaires ont été obtenues aux diffées concentrations. Dans une distribution
de ce type, l'intervalle de confiance a 95% deswa de concentration recalculées en chaque
pixel est donné paoyen pixet: 2.01apixeis], Si 0 €St Calculé, en chaque point a partir de

pixels
50 valeurs expérimentales (49 degrés de libe®ur une concentration en solution donnée,
la largeur du demi-intervalle de variation, autalgr leur valeur moyenne, des valeurs de
concentration potentiellement recalculées danslda ge mesure sera donc estimée par le
double de I'erreur moyenne @, et par le double de I'erreur maximaled?,, ).

12 = 2*gmoyen (ug/L) |
° 2*omax (ug/L)

50 60

concentration (ug/L)

Figure IV-13 : Evolution du double de la valeur meyne et de la valeur du percentile 99 de la distitibn
d’écart type observée dans le plan de mesure.

La Figure 1V-13 présente ces largeurs de demivmatkr de variation pour chaque niveau de
concentration. On y observe que l'erreur semblelugr linéairement avec le niveau de
concentration. La constante de proportionnalité cependant inférieure a 1. Ainsi, aux
faibles concentrations, I'erreur est importanter &emple pour une concentration moyenne
de 5 pg [, I'erreur moyenne (Zmoyen) Vaut 35% de la concentration moyenne. L'erreur
maximale (2omay Vvaut, quant a elle, 85% de la concentration mogenPar contre, ces

- 193-



Chapitre 1V: Caractérisation du meélange

pourcentages diminuent lorsque la concentrationmamge. Ils ne valent plus que,
respectivement 11% et 20% pour une concentratiorenme de 47,8 pg't

D’ou ce bruit expérimental relativement importaupil provenir ? D’apres la littérature
technique, les problémes peuvent provenir de degeosigines :

a) Problemes dus aux molécules fluorescentes

Si le spectre d’émission des molécules fluoresseataine partie commune avec leur
spectre d’excitation, les molécules peuvent s’axciter (« self quenching »). L'étude
réalisée par Chaat al. (2002) semble montregue dans le cas de la rhodamine 6G, la
gamme de longueurs d’'onde communes a l'excitatiota g@éémission des molécules
correspond a des énergies trés faibles. Cetteculeléie semble donc pas présenter de
probléme de « self quenching ».

Si les molécules sont soumises a une puissanc@duse importante, elles peuvent étre
dégradées (« photobleaching »). La vitesse deow&ance du nombre de molécules
lumineuses semble suivre une loi du premier ordre. déplacement des molécules de
rhodamine dans I'écoulement a un effet sur ce «qgtiteaching » : plus la vitesse est
élevée et moins les particules auront tendance bér €lu « photobleaching ». La
publication de Crimaldi (1997), réalisée avec usefafocalisé sur un petit volume de
solution, semble montrer que les molécules de mnata 6G ne souffrent pas de
« photobleaching ». Dans le présent travail,del@&met dans un plan relativement grand,
ce qui atténue encore la puissance regue par clpagtieule.

b) Problemes dus aux lasers

La distribution spatiale de I'énergie émise patalger n’est pas homogéne. En effet, le
faisceau plan étant créé a partir d'une sourcetpetie a I'aide d’'une optique, l'intensité
du laser n’est pas uniformément répartie dansdlesplans la direction perpendiculaire au
faisceau original. De plus, les molécules de rhuda qui sont les plus proches du laser
absorbent une partie des photons. L'intensité neode recue par les molécules de
rhodamine est donc d’autant plus faible que cesicodgs sont éloignées de la source
lumineuse. L'utilisation d’'une courbe de caliboatirelative a chacun des pixels de
'image acquise par la caméra permet de tenir cemptce phénomene.

L'énergie du laser fluctue d'un pulse a l'autrel est possible d’en tenir compte en
corrigeant les images sur base d’'une mesure derfieninstantanée du laser. L’énergie
instantanée du laser est mesurée a 'aide d’'unsgioale installée entre la téte du laser et
le dispositif optique.

c) Problémes dus aux caméras

L’optique des caméras peut introduire des défoonatimais, en théorie, celles-ci restent
constantes et sont donc prises en compte par lebade calibration relatives a tous les
pixels.

L’électronique des caméras peut introduire du kquitpeut varier d'un pulse a l'autre et a
l'intérieur de I'image. Ce bruit peut étre rédioitsque la lumiere émise par les molécules
de rhodamine est moyennée sur des groupes de .piXeés regroupement de pixels
s’appelle du « pixel binning » et est directememplementé dans le réglage de la caméra.
Ce traitement permet de réduire le bruit mais dirairussi la résolution spatiale des
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mesures. Un compromis doit donc étre trouvé. Rensavail, nous avons regroupé les
pixels par 4 (carrés de 2 pixels de c6té).

Nous avons pris en compte tous ces problémes &t denles éliminer en sélectionnant une
molécule fluorescente stable et adaptée a notneoslif, en optimisant sa gamme de
concentration, en éliminant les réflexions lumiresuparasites, en optimisant la position du
laser par rapport a la cuve, en établissant unebeode calibration pixel par pixel, en

employant une photodiode qui mesure I'énergie derla chaque pulse, en optimisant les
parametres de la caméra (netteté, ouverture,atidis d’'un filtre) et en limitant son bruit par

le regroupement de pixels. Malgré ces nombreunrtsff I'erreur expérimentale reste

importante.

Nous suspectons que cette erreur expérimentaleriampe provient des fluctuations non
contrélées au niveau de la distribution spatial¢ideensité lumineuse dans le plan émis par
le laser. En effet, cette intensité lumineusetflacd’'un pulse a l'autre, non seulement en
valeur moyenne, mais également au niveau de sabdigin spatiale. Afin de mettre ces
fluctuations en évidence, une série d’images ar&surée dans un plan de la cuve remplie
d'une solution de concentration uniforme en rhodembG. Les fluctuations ont été
quantifiées en extrayant les niveaux de gris lg ldiune ligne verticale de I'image (ligne
jaune sur la Figure 1V-14 de droite) et en calculencoefficient de corrélation entre les
courbes obtenues pour des images qui se suiveainfd® a la Figure 1V-14 gauche). Les
coefficients de corrélation calculés sur toutedidaesd’images sont compris entre 0.11 et 0.35.
Ces valeurs tres faibles indiquent clairement gudistribution des niveaux de gris mesurés
varie de maniére importante d’une image a l'autigure IV-14) et donc d’'un pulse a l'autre.

115

—image 1
— image 2
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Figure 1V-14 : Mise en évidence de la variation terépartition spatiale des niveaux de gris d'umaage a
I'autre. Les profils extraits correspondent auxwveaux de gris des pixels situés le long de la ligenene.

Ces fluctuations non contrélées auront un impactaspreécision et la qualité des courbes de

calibration et également sur le résultat final obtéorsqu’'une image est convertie en champ

instantané de concentration.

Nous avons tenté de prendre en compte I'errewrdnite dans I'analyse des résultats qui sera
présentée dans la section suivante. Cependaatatstyse devra étre vue comme une étude
semi-quantitative permettant de mettre en évidexataines tendances, plutét que comme

une étude quantitative permettant la validatioeade de champs de concentration théoriques,
simulés par CFD, par exemple.
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Il est important d’avoir conscience de la secondstdtion de la technique P.L.ILF. afin
d’interpréter correctement les résultats. Etamndoque la technique P.L.I.LF. permet de
mesurer le champ de concentration uniquement dardam a la fois, ce qui est obseiné
fine, vu le mode opératoire utilisé, sont des tranchesuage de rhodamine qui, au cours du
temps, traverse le plan mais qui également, ausadwitemps, évolue selon les mécanismes
cités dans la section précédente. Ainsi, chaqugeércorrespond a une tranche donnée du
nuage (par exemple, une tranche qui passe a lphgée du nuage ou en son centre) a un
temps donné auquel correspondra un état donné thngee La conséquence de cela est
gu’on ne mesure pas une information dans I'ensehbleuage mais seulement dans une de
ses tranches. Ainsi, par exemple lorsqu’on calauleoncentration maximale observée dans
une image, ce qu'on détermine c’est la concentrati@ximale observée dans la tranche du
nuage au temps t et non la concentration maximadereée dans I'ensemble du nuage au
temps t. Cette limitation de la technique entraieges une perte d'informations. Cependant
la démarche reste pertinente vis-a-vis de la questposée concernant le risque
d’hétérogénéité dans le bioréacteur vu les faibitssses de rotation employées car elle
permet une description locale des champs de caatient et elle donne une information
nettement plus détaillée que la mesure d’un sirgoigps de mélange.

3.2.3 Description quantitative

Les mesures P.L.ILF. permettent de caractérisevollilion spatio-temporelle des

hétérogénéités de concentration qui apparaisseds #dmjection d’'une solution tracante. Le

but de ces expériences est de répondre a la questidCes hétérogénéités sont-elles

suffisamment importantes, en valeur absolue ettendée, et subsistent-elles pendant un

temps suffisamment long que pour avoir un impaghicatif sur les performances d’une

culture de cellules animales ?»

L’analyse quantitative des champs de concentrasbrorientée dans ce sens et leur analyse a

plus particulierement porté sur :

* L’évolution temporelle de la concentration maximalbservée dans chaque plan de
mesure ;

e L’évolution temporelle de la fraction de la surfade chaque plan, dans laquelle la
concentration reste supérieure a un seuil défriori.

Ces deux grandeurs, concentration maximale etidraale surface, sont naturellement
extraites de chaque champ de concentration obtpattiades images brutes traitées selon les
opérations décrites au Point 3.1.3. Leur évoluaioncours du temps est ensuite analysée.
Afin de pouvoir comparer les résultats d’'un plafaatre, résultant de I'injection de solution
de traceur de concentrations différentes, les valda concentration obtenues sont normées
par la concentration de la solution injectée. esppour I'analyse de I'évolution temporelle
de la concentration maximale, un traitement supptéaire est appliqué afin de tenir compte
du bruit qui entache les mesures. Il faut quedkewr maximale de concentratioBGmax
obtenue dans le champ respecte la condition s@vant

Crax — 20, >Ciong T 20 (Iv-4)

maX'Cmax max,C fond
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ou Csong €st la concentration moyenne en rhodamine 6G r@esians la cuve avant injection
de la solution tracante ef est la valeur maximale de la distribution d’écgpe observée

établie lors de l'étude du bruit expérimental. t€etondition impose donc que la
concentration maximale mesurée a laquelle on rkgibeuit maximal observé pour ce niveau
de concentration soit supérieure a la concentratimyenne avant injection a laquelle on
ajoute le bruit maximal observé a ce niveau de eotnation. La Figure 1V-15 présente
I’évolution temporelle de la concentration maximaleservée dans chaque plan de mesure
pour différentes vitesses de rotation. Sur leplyjopes présentés, il apparait, qu’en raison de
I'importance du bruit qui entache les mesures’esinpas possible de suivre I'évolution de la
concentration maximale jusqu’a la fin du processesmélange. Seules les valeursQigx
mesurées durant les premiéres secondes peuverx@tmtées. Notons cependant gu’il est
tout a fait possible de caractériser la fin du psstis de mélange par la technique P.L.I.F.
pour déterminer, par exemple, un temps de mélan@ela nécessite par contre une
modification compléte du protocole d’acquisitiorsdeesures pour que la concentration dans
le plan de mesure soit comprise, lors des derimistants du mélange, dans la gamme 0 - 60
ng LY. Le protocole ainsi que les résultats de tempmélange sont présentés dans I’Annexe
IV-1 de ce chapitre pour le lecteur intéressé. Netgue les temps de mélange ainsi obtenus
concordent bien avec ceux obtenus par conductimétliette approche présente 'avantage
d’établir des temps de mélange sur base de donaégsises en de nombreux points
contrairement a la conductimétrie ou les donnéesespondent a un seul point du
bioréacteur. Elle présente par contre I'inconvéni@étre assez contraignante a I'emploi
(nombreuses vidanges de cuve, réglage délicatppeseils...).

Les graphiques présentés a la Figure 1V-15 ont lmuséme allure. Durant une premiére
phase qui dure a peu prés 1 s et qui correspoaddrée de I'injection de la solution tragcante
dans la cuve, la concentration maximale fluctueo@wutd’'une valeur quasi constante, de
I'ordre de 20 a 35 % de la concentration de latsmiunjectée. Durant une seconde phase, la
valeur maximale de la concentration dans les pt#tsoit rapidement au cours du temps
suivant une loi en puissance (courbe grise dangiaghiques de la Figure IV-15). Sur
chacun des graphiques, les points relatifs auXrdifits plans de mesure qui correspondent
donc a des avancements différents du processugldage se succédent de maniére logique.

Les observations qualitatives présentées danstmserécédente sont donc confirmées par
I'analyse des graphiques de la Figure 1V-15.

Premiérement, on constate effectivement que laadration maximale observée lors de
I'injection de la solution tragante est indépendahi type de mobile utilisée et de la vitesse
de rotation. Elle est donc indépendante des dondithydrodynamiques au sein du
bioréacteur et dépend uniquement des conditiongedtion qui sont ici constantes.
Deuxiemement, on observe bien la dépendance deetande phase de mélange vis-a-vis des
conditions hydrodynamiques. Insistons de nouveauesfait que la concentration maximale
obtenue est celle mesurée dans une tranche du deatpedamine a un instant donné et non
la valeur maximale dans I'ensemble du nuage anstamt donné. Cet aspect est essentiel
pour interpréter correctement les résultats caralaur obtenue a chaque instant résulte de
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deux mécanismes antagonistes : d’'une part, les msdoas de meélange qui réduisent la
concentration en chaque point du nuage au coutsndps et d’autre part, le fait que le nuage
traverse le plan au cours du temps et que leshesnguccessives correspondent donc d’abord
a la périphérie du nuage, ensuite a son cceur gpilws concentré et enfin de nouveau a la
périphérie. Manifestement, au début du mélangsedend effet 'emporte sur le premier car

on constate que les points correspondant aux [lais3 passent par un maximum dans les
graphiques de la Figure IV-15.
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Figure 1V-15 : Evolution temporelle de la concenttian maximale observée dans les 3 plans de mesure
normée par la concentration de la solution injectgdan 1 :m=0, plan 2 : A ~ 4, plan 3:e20). Les
concentrations sont normées par la concentrationldesolution injectée. Lesésultats sont présentés pour les
deux mobiles a des multiples de leur vitesse datioh minimale de maintien des microporteurs en
suspension compléte.

Les graphiques de la Figure 1V-15 permettent égafgrde mettre en évidence les effets de la
vitesse de rotation et du type de mobile sur I'étioh temporelle de la concentration
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maximale dans chaque plan. D’aprés le modele ddy8a et Pohorecki et compte-tenu des

résultats obtenus dans le chapitre précédentidasa de rotation du mobile doit avoir deux

effets sur le processus de mélange :

* Une augmentation de la vitesse de rotation entrame augmentation de la vitesse
moyenne en chaque point du bioréacteur. Les coampes axiale et tangentielle de la
vitesse moyenne augmentent donc. Dés lors, leendia@ity s’approcher plus rapidement de
la zone balayée par le mobile et également quitestant plus vite le plan 1 et rentrer
d’autant plus vite dans les plans 2 et 3 que kss# de rotation du mobile augmente ;

* Une augmentation de vitesse de rotation entrairegent une augmentation en tout
point du bioréacteur des grandeurs caractéristigdesla turbulence augmentant
I'efficacité des mécanismes de mésomélange et mi&lange par incorporation.

Ces deux raisonnements semblent étre validés pagréphiques de la Figure 1V-15 ou on

observe une incurvation de plus en plus marquéda deurbe et I'apparition de plus en plus

précoce des premiers résultats dans les plans32agec I'augmentation de la vitesse de
rotation du mobile.

Aux chapitres précédents, nous avons constatélapggue les mobiles sont comparés a leur

vitesse de rotatioMNjs respective, ils génerent des distributions simakipour toutes les

grandeurs hydrodynamiques excepté la composargentaelle de la vitesse moyenne qui est
deux fois plus grande pour le mobile EE 150. Ordéduit que le type de mobile, employé
dans ce cas, doit avoir seulement un effet suritksse a laquelle le nuage traverse les
différents plans. Cet effet s’observe aisémerstgoe I'on compare les courbes obtenues dans
la Figure IV-15 : les premiers résultats dans leag2 et 3 apparaissent dans les graphiques
relatifs au mobile EE 150 a des temps quasi deisxgiois courts. Les courbes en gris, qui
correspondent aux lois de puissance ajustées gsilds points expérimentaux excepté ceux
correspondant a l'injection, ont par contre desrall similaires.

La seconde grandeur dont on peut suivre I'évoluteanporelle est la fraction de surface du
plan de mesure dans laquelle la concentration .gstrieure a une valeur limite définge
priori. Cette analyse permet de quantifier la fractien wlume de la cuve ou une
concentration excessive peut étre observée. Icoren afin de s’affranchir du bruit qui
entache les mesures, seules les concentrationseaupé a un seuil minimal sont prises en
compte. Ce seuil a été fixé & 5 ug, lce qui correspond, respectivement, & 5 %, 1.28 %
0.625 % de la concentration injectée pour les nessdians les plans 1, 2 et 3.

Les évolutions temporelles des fractions de surfdes plans dont la concentration est
supérieure a une valeur limite définge priori sont présentées a la Figure IV-16. Les
concentrations limites fixées sont respectivemeaies a 20% et 10% de la concentration
injectée pour les mesures dans le plan 1, a 5%%et la concentration injectée pour les
mesures dans le plan 2 et a 2% et 1% de la coatientiinjectée pour les mesures dans le
plan 3. Comme le montrent les graphiques de larEigVv-16, les résultats obtenus varient
fortement d’une injection a l'autre car ils sordstisensibles au bruit expérimental. Il ne sera
donc pas possible d’étudier l'influence de la \stesle rotation ou du type de mobile. Nous
nous contenterons de calculer des valeurs apprtixiesadans le cas le plus défavorable du
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point de vue mélange, c'est-a-dire pour les eséalsés pour chague mobile a sa vitesse de

rotation minimale pour maintenir les microporteenssuspension\s).
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Figure IV-16 : Evolution temporelle de la fractiode surface du plan (%) caractérisée par une concatibn
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supérieure a un seuil donné exprimé en % de la cemication de la solution injectée. Colonne de gec:
Mobile TTP 125 & N (50rpm), Colonne de droite : Mobile EE 150 §;X20 rpm).
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Les évolutions temporelles des fractions de surfdeeplan dont la concentration est
supérieure a une valeur limite ont, pour la plupane allure en forme de cloche. Cette allure
résulte de nouveau de la maniere dont les mesonéséalisées et des effets antagonistes du
mélange : le plan de mesure est traversé par lgengai est plus concentré en son ceeur qu’a
sa périphérie, alors que le mélange tend a homagnk& solution et donc a réduire la
fraction de volume de liquide caractérisée par cmscentrations élevées. La fraction de
surface du plan ou la concentration est supéri@unee valeur limite augmente donc dans un
premier temps, car dans un plan donné, le cceuudgen plus concentré, commence par se
rapprocher. Cette fraction diminue ensuite dudaitmélange et de I'éloignement progressif
du cceur du nuage. Méme pour les mesures corresoad cceur du nuage, les fractions de
surface des plans caractérisées par les valewsndentration supérieures aux valeurs limites
choisies sont trés petites. Cette fraction deaserest inférieure a 0.1 % et 0.6 % dans le plan
1 lorsque le seuil de concentration est respeceverproche de la concentration maximale
mesurée lors l'injection (C=35 % denfed Ou la moitié de celle-ci. Dans les autres plans,
elle vaut seulement quelques pourcents pour dels skuconcentration faibles égaux a 1 ou
2% de Giecte MEme si ce résultat correspond a des conceamtsatnesurées a un instant
donné dans une seule tranche du nuage, on peahmaidement I'extrapoler a I'ensemble du
volume de la cuve et dire ainsi que le pourcenthgeolume de la cuve ou la concentration
est supérieure a une valeur limite fixéepriori reste trés faible lors de I'injection d'une
solution tragante.

4 Discussion des résultats en relation avec les don nées
disponibles sur le métabolisme des cellules animale S

Les résultats obtenus dans les deux premieregpalti ce chapitre montrent que, d’'un point
de vue temporel, le mélange au sein du bioréaestucaractérisé par des temps de mélange
de l'ordre de 20 s pour le mobile TTP 125 et des3pour le mobile EE 150 lorsqu'ils
tournent respectivement a leur vitesse de rotalgmjui maintient les microporteurs en
suspension complete dans la cuve de 20 L. Ce telapsélange diminue de maniéere
inversement proportionnelle avec la vitesse ddiosta Du point de vue spatial, les gradients
de concentration qui résultent de I'injection deelques mL d’une solution de rhodamine
occupent une fraction de la surface des plans dmumejui reste trés faible, de I'ordre de
qguelques pourcents au maximum. A linstant initieé concentrations maximales mesurées
sont de I'ordre de 25 a 30% de la concentratiola@®lution injectée et ne dépendent que des
conditions d’injection. Ensuite, ces valeurs decamtration maximale diminuent rapidement
au cours du temps suivant une loi de puissance khdhire est fonction des conditions
d’agitation.

Pour déterminer si le mélange peut avoir un impactie métabolisme des cellules animales,
nous appliquerons l'approche généralement empl@®réayénie chimique, qui consiste a
comparer les temps caractéristiques des diffénartsessus mis en jeux. Deux situations
peuvent étre rencontrées :
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*  Soit tnglange < tmétabolisme cellulairedans ce cas, ’lhomogenéité de la solution estolat avant
gu’il n'y ait modification du métabolisme des cddls. L'effet du mélange sur le
métabolisme cellulaire peut étre considéré commgéigeable ;

e SOit tnglange = tmétabolisme cellulaire dans ce cas, les cellules animales pergoivent la
modification de composition locale du milieu et tmtemps de s’adapter a ces nouvelles
conditions. L’effet du mélange n’est pas négligead doit étre pris en compte.

Si on compare les temps de mélange mesurés auxs teamactéristiques relatifs a la
croissance des cellules ou a la consommation dedifs? il apparait clairement que nous
sommes dans la premiere situation. En effet,degp$ caractéristiques de croissance et de
consommation peuvent étre estimés par les relations

T = i T = L (IV-5)

croissance consommatin X
max S max

ou k... estla vitesse spécifiqgue maximale de croissaBaest la concentration en substrat,

Osmax €St la vitesse spécifigue maximale d’assimilationsubstrat et X est la concentration
cellulaire. Si on se base sur les ordres de grardks données cinétiques présentées dans la
revue écrite par Portner (2009), on obtient degptenaractéristiques de croissance compris
entre 8h et 30h suivant les conditions de cultutedes temps -caractéristiques de
consommation du glucose de I'ordre de 10k 18> mol L, X=10° cellules L et g ma=

10*% mol cellulesh™).

Divers auteurs (Langheinriobt al, 1998 ; Nienowet al, 1996) avancent que la deuxieme
situation pourrait étre rencontrée lorsque de ladscest injectée a la surface du bioréacteur
pour réguler le pH, en particulier lorsque les éamteurs sont de grande taille. D’apres eux,
la diminution de productivité observée dans ceséaicteurs proviendrait d'un défaut de
meélange dd au choix de conditions d’agitation deymaur limiter les contraintes mécaniques.
Conceptuellement, on pourrait facilement imaginee ¢gs cellules qui se trouvent dans le
nuage de soude au moment ou il est injecté et but die sa dispersion subissent un saut de
pH brusque et important, ce qui entrainerait leartm Néanmoins, les phénomenes en jeu
sont plus complexes comme le montrent les travaDgrdanet al. (2001, 2002) qui ont tenté
de mesurer la réponse de cellules animales a degioas brusques de pH. Les cellules
employées dans cette étude sont des cellules domyéle sourisG@S-NSQ. Leur pH
optimal de culture est de 7.3. Deux types d’exgére sont menés dans des bioréacteurs de
2 L aprés 48h d’incubation.

Dans le premier type d’expérience, le pH du biaacpasse brutalement d’'une valeur de
7.3 a une valeur choisie. Cette valeur est maimtgnsqu’a la fin de la culture. Six essais
sont réalisés a des pH de 6.5, 7.0, 7.5, 8.0,t80%0e Des échantillons sont prélevés dans le
bioréacteur apres différents intervalles de tengepis entre 0 et 600 min aprés le saut de
pH afin de suivre I'évolution temporelle du nomlde cellules viables et de la proportion de
cellules qui sont dans un état de mort programmiédans un état de nécrose. Cette premiére
expeérience met en évidence deux éléments importants
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* Le pH doit atteindre la valeur minimale de 8.5 pobserver une augmentation au cours
du temps de la proportion de cellules en état de programmée. Il doit atteindre la
valeur 9.0 pour observer une augmentation impatald la proportion de cellules
nécrosées. Des variations de pH comprises erfiret B.0 semblent étre compensées par
le métabolisme cellulaire : aprés le changememHida proportion de cellules en état de
mort programmée augmente tres Iégerement pourtemswienir & la valeur correspondant
au pH optimal bien que le pH soit maintenu a ureuradifférente.

 Aux pH 8.5 et 9.0, la mort cellulaire n'est pastamtanée. |l reste 85% de cellules
vivantes aprés 10 min d’exposition a un pH 9.0.ré&p90 min, 15% des cellules sont
encore vivantes. Ces délais sont plus longs a.pH Bar exemple, 35% des cellules sont
encore vivantes apres 600 minutes d’exposition.

Dans le second type d’expérience, les cellules smmnises périodiquement a un saut de pH.

Pour se faire, la cuve de 2 L est connectée auwvede 1 L par une pompe péristaltique. La

soude est brutalement injectée dans cette petie pour y faire augmenter le pH tandis que

le pH dans la cuve de 2 L est maintenu a sa valptimale de 7.3 par addition de d’acide
chlorhydrique. Les profils de pH mesurés dansdtte cuve sont présentés a la Figure

IV-17. 1l est possible d’ajuster la durée et I'ample du saut de pH en jouant sur les

parametres opératoires. Des pics de pH de 20bitsrépetés avec une périodicité choisie

entre 6 min et 60 min. Des échantillons sont deveau prélevés a intervalles de temps
réguliers pour estimer I'évolution temporelle dumiwe de cellules vivantes. Au vu des
parametres opératoires, les auteurs estiment quen80% des cellules présentent dans le
bioréacteur subissent le saut de pH a chaque s@et.second type d’expérience met en
évidence un phénomene important supplémentairsenaibilité des cellules au saut de pH
dépendrait du nombre de fois qu’elles subissemphiEnomeéne et de la fréquence a laquelle
elles le subissent. En effet, dans les expériemea®dentes, ou le pH était maintenu pendant

600 min a une valeur de 8.0, aucune mort cellutd&tait observée alors qu’'une décroissance

d’environ 27.5 % du nombre de cellules vivantesnessurée apres 100 sauts de pH a un pH

8.0 avec une périodicité de 6 min.
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Figure 1V-17 : Profils de pH mesurés dans la cuve d L ou sont réalisées les injections de soudent@s et
al, 2002)

Si ces résultats sont combinés aux valeurs de tel®psaélange mesurées dans la présente
étude, il apparait que la réponse a la questiohe gradient de concentration résultant de
I'injection de soude pour réguler le pH peut-il mvain impact sur le métabolisme
cellulaire? » est tres probablement négative car :
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* Les mesures P.L.I.LF. montrent que, méme si ontmjene solution concentrée dans la
cuve, les concentrations mesurées dans la cuverthektrémement vite et les zones
concernées par des surconcentrations méme modéprésentent une faible fraction du
volume du bioréacteur. Des lors, tres peu de leslisubissent ces sauts de concentration.

* De plus, le faible nombre de cellules concernéesipsa sauts de concentration subissent
ces surconcentrations pendant des intervalles rdpstenettement plus courts que ceux

nécessaires pour générer une réponse cellulaireg@et al. 2001, 2002).

En conclusion, il apparait donc que, dans la gardeseconditions opératoires étudiées, les
caractéristiques temporelles et spatiales du mélaags le bioréacteur de 20 L sont telles
gu’elles n'auront pas d’effet sur le métabolismiutaire. C’est la raison pour laquelle, dans la
suite de ce travail, les champs de concentratiomssupposés constants et uniformes au sein de
la cuve agitée.
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Annexe V-1 : Détermination de temps de mélange via la
technique P.L.I.F.

Pour caractériser la fin du mécanisme de mélangitetrminer par exemple un temps de
mélange par des mesures P.L.I.F., il faut adagteprdtocole d’expérience afin d’obtenir,
durant les derniers instants du mécanisme de nglange concentration dans le plan de
mesure comprise dans la gamme linéaire 0 - 60figlLfaut donc injecter dans la cuve une
solution trés concentrée. Nous avons choisi dtiejel.25 mL d’une solution de 160 mg L
et d’enregistrer les images acquises par les candéunae fréquence de 4 Hz. Les images sont
ensuite traitées selon les étapes suivantes afiotahiir, pour chaque image, I'écart type de
niveaux de gris mesuré dans une zone définie :
« L'image est chargée dans I'environnement Matlakersion R2010a)
* Les niveaux de gris des pixels dans une zone dahtorrespondant a la moitié droite de
la cuve sont sélectionneés.
» Ces niveaux de gris sont corrigés selon la forrauleante :
G(x,y,1) —G(X,y,avant_injection)

G(X,y,aprées_homogénéisatin) — G(x, y,avant_injection)

G(moyen_dans_imaget) - G(moyen dans_imageavant_injection)
G(moyen _imageapres _homogénéisabn) — G(moyen imageavant_injection)

*

Gcorrigé (X1 Y, t) =
(IV-6)

ou le premier terme permet d’obtenir une valeur mose entre O et 1. Le second terme
permet de tenir compte des fluctuations de I'éredgi laser d’un pulse a l'autre.
» Pour chaque image, la moyenne et la variance destabution des valeurs &rige Sont
calculées pour la zone d’'intérét.
Jvariance

moyenne

/variance
= 5% est le temps de

moyenne —

Pour déterminer le temps de mélange a 95%, la e« est ensuite tracée en fonction

du temps. Sur cette courbe, le temps correspordantaleul

95%
m -

mélanget
Deux exemples de courbes obtenues avec le mobReIPb qui tournent respectivement aux
vitesses 60 et 170 rpm sont présentés dans leseFigtl8 etFigure 1V-19. Les résultats

obtenus sont en bon accord avec ceux mesuréopduaimétrie. En effet, on obtient sur

base des mesures P.L.I.LF., un temps de mélangesgdectivement 24.75 s et 10.25 s aux
vitesses de rotation 60 rpm et 170 rpm. A cesssds de rotation, la corrélation de
Greenville, établie sur base des mesures conducigmeés, prédit des valeurs de 24.2 s et
8.55s.

Il faut noter que dans ce type de mesure, aucuhibration n’est nécessaire. La
concentration en rhodamine 6G dans la cuve apnésnbgénéisation a augmenté de 10 ug
L. Une deuxiéme injection est encore possible méisrt-type & la fin du processus de
mélange a tendance a rester dans une gamme desviateahe de la valeur critique des 5%.
Si une troisieme injection est réalisée, I'écapetyre descend plus en dessous des 5%. |l faut
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donc vidanger la cuve et la remplir & nouveau poesurer des temps de mélange dans
d’autres conditions.

Des lors, bien que cette approche présente I'agardatablir des temps de mélange sur base
de données acquises en de nombreux points contexitea la conductimétrie ou les données
correspondent a un seul point du bioréacteur, pissente linconvénient d’étre assez
contraignante a I'emploi car il faut vidanger laveudoutes les deux injections.

K104
. 004833

150 200 280 300 350 400

Figure 1V-18 : Evolution de la+/ variance/moyennaes niveaux de gris corrigés en fonction du numéro

de I'image lorsque le mobile TTP 125 tourne a ldedse de 60 rpm. La valeur inférieure & 0.05a&$tinte a
I'image 104 qui correspond a un temps de 24.75 s.

08 —
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Figure 1V-19 : Evolution de la+/ variance/moyennaes niveaux de gris corrigés en fonction du numéro

de l'image lorsque le mobile TTP 125 tourne a laesise de 170 rpm. La valeur inférieure & 0.05astinte
a I'image 53 qui correspond a un temps de 10.25 s.
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Liste des symboles

EE 150
P.L.ILF.
TTP 125
TTP 150

A

Ac
C

Ccritique

Cfond

Cmax

Mobile axial de modéle « Elephant Ear »plA&on) diametre d=150 mm
Planar Laser Induced Fluorescence

Mobile axial de modéle TTP (Mixel) et dardetre d=125 mm

Mobile axial de modéle TTP (Mixel) et dardietre d=150 mm

Constante de la corrélation de Greenwfial. (1995) [-]
Coefficient d’absorbance des molécules de rhodami []
Concentration locale en rhodamine 6G [y L

Concentration au-dela de lagquelle la proportiotdalest plus observée entre
fluorescence émise et concentration des molécelesatiamine 6G
Concentration homogene observée dans la cuve myection de la solution

tracante [ug
Concentration maximale observée dans le plan demmes [ug
Diamétre du mobile [m]
Energie fournie par le laser [J]

Constante rassemblant les parametres optiqueddsrsiesures P.L.I.F.
Intensité de la fluorescence émise par les mtdéale rhodamines

Niveau de gris dans les images brutes [-]
Vitesse de rotation du mobile [rpm]
Vitesse de rotation minimale de maintien en suspans [rpm]
Nombre de puissance []
Diameétre de la cuve [m]
Temps de mélange [s]

Coefficient de proportionnalité entre la fluorasce émise par des molécules
de rhodamine et leur concentration pour un nivéaneigie donné.

Ecart type de concentration observé dans I'enseohiblplan pour un niveau de
concentration donné. [neL
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Résumé

Pour caractériser de maniere lagrangienne I'éccaéegu sein du bioréacteur, il faut disposer
d’un dispositif expérimental qui permet de déternila trajectoire suivie par une particule au
sein du bioréacteur durant une longue période.ty@e de dispositif n’existe pas « clé sur
porte » et nous avons donc congu et mis au poitre qopre dispositif. 1l s’agit d’'un
dispositif de trajectographie optique. Etant dosa@ caractere tout a fait original et unique,
il semble important de consacrer un chapitre deecttése a décrire son principe, les
développements qui ont été nécessaires a son danetnent et les caractéristiques
intrinseques des trajectoires qu’il permet de marsur

Le dispositif permet de déterminer la trajectoinévi® par une particule sphérique noire de
491 um de diameétre au sein de la cuve étudiée dtesthese. Le processus de fabrication
de la particule (micro-encapsulation d’huile degbiame et de charbon actif dans un gel
d’alginate de calcium) permet d’ajuster sa masservique (1028 kg i) et sa couleur afin
gu’elle puisse se comporter comme un élément ddefltout en restant identifiable par
rapport au reste de I'écoulement. Le dispos#titempose :

» De deux caméras (Falcon 4M60, Dalsa) synchronigeasun boitier électronique
extérieur et connectéesa une carte d’acquisition a deux ordinateurs. bessaptiques
des deux caméras sont orthogonaux. Leur fréquacquisition est égale a 60 Hz ;

e De deux panneaux backlights (Phlox) disposés sup#ois de la cuve diamétralement
opposées aux caméras. lls assurent un éclairagedgeme et athermique de la cuve. Le
fond blanc quiils produisent dans les images aeguipar les caméras facilite
I'identification de la particule noire.

Pour identifier la position 3D de la particule dams référentiel spatial choisi priori, une
modélisation du dispositif est nécessaire. Entefi@aformation acquise a chaque pas de
temps par le dispositif correspond a deux couptesodrdonnées de la particule dans les deux
images. Ces coordonnées sont exprimées en pPig@ieis Ypixeldcamera1€t (Xpixels Ypixelgcaméraa

La coordonnée 3DX, Y, 4 de la particule se calcule en déterminant I'sdetion des deux
faisceaux lumineux : le premier passe par le poicsl de la caméra 1 et le pixel du capteur
correspondant au coupl@itels Ypixeldcaméra1€t l€ second passe par le point focal de la caméra
2 et le pixel du capteur correspondant au cCo@jgels Ypixelgcaméraz L'Orientation de ces
deux faisceaux lumineux dans le référentiel spatiabisi est déterminée grace a une
calibration préalable des caméras. Lors de ldmrion, la position des points focaux des
caméras dans le référentiel spatial est calculé&satéformations introduites par leur optique
(lentille Linos Inspecx.L 60 mm) sont évaluées. déviation subie par les faisceaux
lumineux suite a la réfraction intervenant aux rfsees entre les différents matériaux
constituant la cuve et I'aquarium est prise en dempLes lois de Snell-Descartes ont été
appliguées en tenant compte de la nature des matede leur géométrie et de leur position
dans le référentiel spatial choisi.
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Afin de limiter la taille des fichiers de donnéaweagistrés et d’accélérer leur traitement, les
images mesurées par les caméras sont analyséemenors de l'acquisition. Le logiciel
spécifiguement développé permet de n’enregistrerlgsi données (position, taille, niveau de
gris moyen, ...) relatives a un nombre limité d’objdétectés dans les images et susceptibles
de correspondre a la particule suivie. A chaque g temps, la particule est ensuite
identifiée parmi les candidats grace & un algoritfu® tri développé dans Matfagui se base
principalement sur des considérations physiquegirgématiques. La trajectoire de la
particule est ainsi construite point par point &ipale ses positions successives identifiées a
chaque pas de temps.

Des trajectoires ont été mesurées dans trois ¢onslitifférentes : a deux vitesses de rotation,
égales &\;s (50 rpm) et AN;s, pour le mobile TTP 125 et a une vitesse de @idijs (20 rpm)
pour le mobile EE 150. Les durées totales d’adtipriissont respectivement égales a 42 h, 20
hetl2h.

L’'observation des trajectoires obtenues montre uestructure de I'écoulement moyen
mesurée par P.L.V. (Chapitre Ill) est globalemesitaouvée. Les trajectoires forment des
boucles axiales autour du mobile dans les plgret zy et forment des structures qui tournent
autour de I'axe de rotation du mobile dans le m&eres que ce dernier dans le pkan La
nature « aléatoire » de I'écoulement turbulentégstiement observée car aucun fragment de
trajectoire n’est identique au précédent; ils onstdes formes différentes.

Le dispositif utilisé n’a pas permis d’obtenir unajectoire parfaitement continue sur toute la
durée de Il'acquisition, car, a certains pas de $eng particule n’est pas identifiee. Ce
caractére discontinu des trajectoires est potéanieint problématique car il correspond a une
perte d’'une partie de I'information. A conditiofed tenir compte, il n"'empéche toutefois pas
une analyse quantitative des trajectoires mesurdes. effet, les mesures ont permis de
confirmer la propriété d’isoprobabilité de présende la particule dans tout volume
élémentaire de la cuve agitée. L’information méeypar trajectographie dans une moitié de
cuve est donc représentative de I'ensemble de \la.cl.es grandeurs issues de l'analyse
quantitative des trajectoires sont donc calculéedase des mesures réalisées dans la moitié
de la cuve ou la particule est le mieux suivie.

Enfin, la validité et la convergence des résult@tenus par trajectographie ont pu étre
vérifiées car les champs de vitesse calculés & s trajectoires sont en trés bon accord
avec ceux mesurés par 3D P.L.V..
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1 Introduction

Dans ce chapitre, nous abordons la caractérisiignangienne de I'écoulement qui est la
deuxieme partie de la méthodologie développée datts these. Cette étape est nécessaire
pour répondre a la question posée dans cette thesest la caractérisation du lien existant
entre les conditions d’agitation du bioréacteur nd’'upart et I'environnement physico-
chimique percu par les cellules animales fixéeslesimicroporteurs d’'autre part. En effet,
comme mentionné dans les Chapitres | et Ill, umactérisation purement eulérienne de
I'écoulement ne suffit pas, car les propriétés bgiginamiques de I'écoulement turbulent ne
sont pas réparties de maniére homogene dans la cAiresi, la succession de conditions
hydrodynamiques rencontrées par un microportewoaus du temps ne peut étre déterminée
gue si I'on connait la répartition spatiale desngeurs (approche eulérienne) et le chemin
suivi par le microporteur au cours du temps (apmpedagrangienne). |l faut donc posséder un
dispositif expérimental qui permet de détermineirdgectoire suivie par une particule au sein
du bioréacteur durant une longue période. Ce dgpdispositif est tres rare et n’existe pas clé
sur porte. Nous avons donc dd concevoir et mattrpoint notre propre dispositif. Parmi les
différentes techniques de trajectographie mentiesmians la littérature, nous avons choisi de
construire un dispositif de trajectographie optigles raisons de ce choix sont multiples : le
prix d’achat des appareils qui constituent le défjforeste abordable. Ce type de dispositif
n’est pas soumis a une législation lourde contmarg aux techniques P.E.P.T. et C. A.R.P.T.
qui utilisent une particule de traceur radioactiEenfin, la limitation d’étre dans un milieu
optiquement transparent a déja été imposee papréesedentes techniques expérimentales
utilisées dans cette these. Vu le caractere tdait @riginal et unique de notre appareil, il
semble important de décrire son principe et leelb@gpements qui ont été nécessaires a son
fonctionnement. C’est a quoi est consacré ce tleapiLes caractéristiques propres des
trajectoires obtenues seront également discutésdre autre, la convergence des résultats
sera démontrée ainsi que leur validité grace amaparaison des champs de vitesse obtenues
par trajectographie avec ceux mesurés par 3D P.1.V.

2 Conception du dispositif de trajectographie optiq ue

2.1 Principe général de fonctionnement

Un dispositif de trajectographie mesure la positibnne particule de traceur a différents
instants. Le résultat obtenu est donc un tableathaque ligne contient un temipst les trois
coordonnées spatial€s,Y,Z)de la particule a ce temps dans le référentigladnoisi.

Pour obtenir ce résultat, les difféerents élémelistiés a la Figure V-1 sont nécessaires.
Tout d’abord, il faut une particule qui soit uncear idéal. Il faut qu’elle se comporte comme
un élément de fluide ce qui impliqgue qu'elle sapable de suivre toutes les structures de
I'écoulement quelle que soit leur taille. Elle doépendant se distinguer du fluide par une de
ses propriétés (couleur, par exemple) afin d'éttentifiable par rapport au reste de
'écoulement. Dans le cas présent, la particulsée est sphérique, a une densité tres proche
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du milieu de culture et est noire. Afin de mettreévidence la particule dans la cuve, deux
panneaux lumineux de type backlight sont placésisux faces de l'aquarium. La particule
noire ressort ainsi clairement du fond blanc prbgar les panneaux. L’enregistrement des
trois coordonnées spatiales de la particule aréifts instants est réalisé grace a un dispositif
se composant de deux caméras placées vis-a-via deve du coté opposé a celui des
panneaux backlights. Les signaux enregistrésgsatdmeéras sont synchronisés par un boitier
électronique extérieur et les images acquises lp@gue caméra sont transmisgsune carte
d’acquisition a un ordinateur qui les traite poderitifier la position de la particule dans
'image. Ce dispositif permet de mesurer les ddaublets de coordonnées de la particule
dans les deux images exprimes en pix€kpixeis Ypixelgcaméral €t Koixels Ypixeldcameraz Il Ne
donne donc pas directement les trois coordonnéatakgs de la particule aux différents
instants. La coordonnée 3W,Y,Z)de la particule dans un référentiel chaigiriori doit étre
calculée en déterminant lintersection des deuxsciaux Ilumineux qui passent
respectivement par le point focal de la caméra le giixel du capteur correspondant au
couple(Xpixels Ypixelgcameérat€t le point focal de la caméra 2 et le pixel dptear correspondant
au coupleXpixels Ypixelgcameraz. L'Orientation de ces deux faisceaux lumineux daneférentiel
spatial choisi doit donc étre déterminée, ce quilimue une « modélisation » des caméras.
Cette modélisation permettra non seulement derdéter la position de leur point focal dans
le référentiel spatial choisi, mais également aér teompte des déformations introduites par
'optique de chaque caméra. Avant leur intersegtles faisceaux lumineux subissent un
certain nombre de déviations puisqu’ils traverdestdifférents matériaux constituant la cuve
et I'aquarium. Leur orientation doit donc étre rigge en appliquant les lois de Snell-
Descartes et en tenant compte de la nature desianxtéde leur géométrie et de leur position
dans le référentiel spatial choisi.

BN
¥

Figure V-1 : Schéma de principe du dispositif dajectographie optique.

Dans les sections suivantes, le matériel qui compmslispositif, les modeles élaborés pour
calculer la position 3D de la particule et la déchardéveloppée pour en extraire la trajectoire
seront présentés en détails.
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2.2 Description du matériel

2.2.1 La particule

a) Caractéristigues d’un traceur idéal

La particule de traceur est un des éléments cléispositif. Ses caractéristiques influencent

grandement la qualité des mesures. Elle doit sgoder comme un traceur idéal c'est-a-dire
gu’elle doit étre capable de suivre toutes lesctiines locales de I'écoulement turbulent

guelle que soit leur taille. Un moyen d’évaluetteeapacité est de déterminer un nombre de
StokesSt qui compare le temps de réponse nécessaire a la particule pour s’ajuster a un

changement de vitesse et de direction du fluidetemps caractéristique, des structures

locales de I'écoulement. La particule suit paeiaient I'écoulement local lorsqust est
largement inférieur 1.

Pour vérifier cette condition, il faut quantifiex temps de réponse de la particale et les
temps caracteéristiques des structures locales

Le temps caractéristique des différents tourbillpnésents au sein de I'écoulement peut
s’estimer par leatio de leur tailld par leur vitessg. Ces deux grandeurs peuvent se calculer
a partir de grandeurs caractéristiques de I'écoeeénturbulent pour les tourbillons qui
correspondent a des échelles caractéristiquessi kg tourbillons contenant toute I'énergie
cinétique turbulentek et correspondant a I'échelle de Taylot, ont un temps

aylor
caractéristique qui s’exprime par :
A

_ “"Taylor

Z-f ,échelle_Taylor \/E
De méme les tourbillons correspondant a I'écheke Kblmogorov A, ont un temps

(V-1)

caractéristique égal a :

Z-f ,échelle_Kolmogorov

3 1/4 1/2
= A_K = M = (Ej (V_2)

Gréce a I'étude eulérienne présentée au Chapitriedi répartitions spatiales #e/rayior et £
sont connues en fonction des conditions d’agitatigpe de mobileN). Il est donc possible
de deéterminer les valeurs minimales des temps tEAIBIUES T e Tayior €L

Les valeurs minimales dg; ;e rayor SONt respectivement de I'ordre de

Tf ,échelle_Kolmogorov*

2x10% s et x10° s pour des vitesses de rotation égaledidet 2 Ns. Celles de
sont respectivement de l'ordre de 4197 s et 5x10° s dans ces mémes

Tf ,échelle_Kolmogorov

conditions.

Pour obtenirSt<< 1, le temps de réponse de la particule doit langement inférieur a ces

valeurs. |l peut s’estimer par tatio entre sa vitesse limite de chute dans un fluidgreint

Vim €t I'accélération de la pesanteur g :
r,(9)

— Vim (ms™)

V-3
g(ms?) Vo
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La vitesse limite de chute dépend de la différeteelensité entre la particule et le fluide, de
la forme de la particule et de son diametre. Inep®de réponse sera d'autant plus court

qgue la différence de densité entre la particulle dluide sera faible et que la particule sera
petite. La particule ne sera capable de suivrelles petites structures d’écoulement que si sa
taille est inférieure a la valeur minimale de I'étté de Kolmogorov. Il faut cependant
trouver un compromis car il faut que la particulat ssuffisamment grosse afin d'étre
détectable par le dispositif de mesure.

b) Fabrication du traceur

La particule de traceur est une bille sphériquepmsée d’'un
gel d'alginate de calcium dans lequel sont enc&ssuine
poudre de charbon actif afin de lui donner une redion
noire et de I'huile de paraffine afin d’ajusterdensité a une
valeur proche de celle du fluide. Figure V-2 : Bille d’alginate.

Pour fabriquer des billes d’alginate de calciunsuffit de laisser tomber des gouttes d’'une
solution d’'alginate de sodium dans une solutiorclderure de calcium. La fabrication de
billes dont le diametre est inférieur a 1 mm, impé I'utilisation d’un dispositif plus élaboré
gu'une simple seringue, comme, par exemple, unrgéné de gouttes a courant d’air
coaxial. Comme le montre le schéma de la Figu® Naiguille de la seringue est placée au
centre d’'un tube creux dans lequel de I'air compriest injecté. Ce flux d’air favorise le
détachement de la goutte d’alginate de sodium dailhe inférieure a celle qui serait obtenue
en I'absence du flux d’air. Ce dispositif expérirted a été mis a notre disposition par le
Centre Interfacultaire des Biomatériaux (Pr. Grasyf

I

Figure V-3 : Générateur de gouttes a courant d’aoaxial mis a disposition par le Centre Interfacalte des
Biomatériaux (gauche) : photo montrant la solutiote CaCj et le générateur au centre duquel se trouve
I'aiguille de la seringue contenant la solution dda-Alginate (droite) : schéma de principe du géateur

montrant comment I'air est injecté dans le cylindoeeux et favorise le détachement des goulttes.

Pour fabriquer une bille aux caractéristiques dé$inde nombreuses variables opératoires

doivent étre optimisées :

* Les pourcentages en masse de l'alginate de sodiudu ehlorure de calcium dans les
solutions aqueuses respectives influencent lataésis mécanique du gel formé. Des
essais ont été realisés avec des solutions coitenae 1 % et 2 % en masse d’alginate
de sodium et entre 2 et 4 % en masse de chlorualdaum. Une bonne résistance
mécanique est observée pour toutes ces conditions gutant que les billes soient
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conserveées dans la solution de chlorure de calciameffet, lorsque les billes sont lavées
et placées dans de I'eau désionisée, un gonflepemeffet osmose est observé. Ce
gonflement peut méme entrainer la dissolution du gPeés lors, pour éviter toute
evolution des propriétés de la bille lors des mesdle trajectographie, la cuve en verre de
20 L sera remplie avec une solution de chloruread@um.

* La quantité de charbon actif encapsulé dans la Bétermine sa couleur. Des billes avec
une coloration noire homogéne sont obtenues ar pditth pourcentage en masse de
charbon actif encapsulé égal a 2 %.

» La distance entre la pointe de l'aiguille ou sarferla goutte d’alginate de sodium et la
surface de la solution de chlorure de calcium grilee la forme de la bille. Divers essais
ont montré qu’il faut une distance d’au moins 10@ mour que la goutte qui se décroche
puisse prendre une forme sphérique pendant sa.chie conserve cette forme
lorsqu’elle entre en contact avec la solution dercine de calcium et que le gel d’alginate
de calcium se forme.

* Le débit du gaz injecté dans le cylindre creuxu@fice directement la taille des billes
formées. Ainsi un débit de 0.6 mi? énére des billes avec un diamétre moyen d’environ
500 um tandis qu’un débit de 0.4 nm? produit des billes avec un diamétre moyen
d’environ 700 pm.

* Le pourcentage en masse dhuile de paraffine entEwsdans la bille influence sa
densité. La quantité nécessaire pour obtenir dies lgui semblent rester « entre deux
eaux » lorsqu’elles sont dans la solution aquedseshlorure de calcium dépend de la
densité de la solution de chlorure de calcium efcdie son pourcentage en masse mais
également des pourcentages en masse des autrétueois présents dans la bille. Des
billes contenant 1 %, 2 % et 5 % en masse resgectnt d’alginate de sodium, de
charbon actif et d’huile de paraffine semblenteestentre deux eaux » lorsqu’elles sont
placées dans une solution agueuse contenant 4riagse de chlorure de calcium.

c) Caractérisation des billes fabriquées

Parmi les billes fabriquées, celles qui semblestere« entre deux eaux » lorsqu’elles sont
placées dans la solution de chlorure de calciurh sgparées les unes des autres et identifiées.
Chaque bille ainsi sélectionnée est ensuite étyshée déterminer ses deux caractéristiques
essentielles en tant que traceur potentiel: da ttilson temps caractéristique.

La caractérisation de la taille et de la forme gmsticules est réalisée sur base de
photographies obtenues avec un microscope optiQiyengus Provis Modéle AX 70 TRF,
grossissement X10) analysées avec le logiciel Lucia (v 4.80, Cz).

La détermination du temps caractéristique des quaets implique la mesure de leur vitesse
limite de chute dans la solution de chlorure deigadl (4 % en masse). Une colonne en
plexiglas de 1.50 m de haut et 100 mm de diameété aonstruite dans ce but (Figure V-4).
Cette colonne est remplie avec la solution de ohdode calcium. Apres vérification du
caractére stagnant du liquide, la particule edtdacau sommet de la colonne. Durant les
premiers centimetres, elle accélere avant d’atteisd vitesse limite de chute. Cette vitesse
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limite est mesurée en chronométrant le temps qudanparticule pour parcourir une distance
donnée, égale a 249 mm et matérialisée par deits li@izontaux sur la paroi de la colonne.
Ces deux marques sont situées dans les 2/3 inferiéel la -
colonne, afin d’étre certain que la particule &efi’fement atteint @
sa vitesse limite de chute. La particule est réoémp apres les
mesures grace a un robinet situé en pied de caloGeegrotocole
expérimental fonctionne assez bien lorsque la aetiest plus
dense que la solution de chlorure de calcium. Dawrss ou les
deux densités sont trés proches, de nombreux pharesm
viennent perturber la mesure, la rendant quasi &sipte. Pour

ces particules, une autre approche doit étre adopmt@ur Im mm
déterminer leur vitesse limite de chute dans lautsm de —
chlorure de calcium. Elle consiste a détermineddasité de la l

particule par la mesure de sa vitesse limite déectians un fluide Figure V-4 -

moins dense qui est de I'huile de paraffipg,{= 856 kg ). Colonne en plexiglas
Connaissant le diametre de la particule et sa @ensisera  (H=1.5m,7=100 mm)
possible d’estimer numériguement sa vitesse liggtehute dans servant a la mesure de la

la solution de chlorure de calcium. Pour estinaedénsité de la  Vitesse de chute de la
particule, la colonne est remplie avec I'huile @egffine et le particule.

protocole ci-dessus est appliqué. La particuléea entendu préalablement été rincée dans
différentes solutions d’huile de paraffine poumn@fier toute trace de la solution de chlorure
de calcium a sa surface.

La masse volumique de la particule peut étre alaténpartir de la mesure de la vitesse limite
de chute de la particule dans I'huile de paraffirzela relation :

R 4gdp(10p_lol)
lim 3,0| Cx

ou d, est le diametre de la particulp, et g, sont les masses volumiques de la particule et

(v-4)

de I'huile de paraffine e, est le coefficient de trainée de la particule. démier dépend du
nombre de Reynolds de la particile,. Pour une particule sphérique, il vaut :

C, - 24 si Re, <1 (régime de Stokes) (V-5)

Re,

C_26 i 1<Re. <10 (réqi o
« T RO si €, (régime transitoire) (V-6)
P
VIimdp
Avec Re, = (V-7)
I/I

ou v, est la viscosité cinématique de I'huile de paraffin

La vitesse limite de chute de la particule dansdition de chlorure de calcium se calcule
avec les mémes relations, en remplacant les ptéprie I'huile de paraffingy, 1) par celles
de la solution de chlorure de calcium.

-221-



Chapitre V : Caractérisation lagrangienne de I'ét@ment turbulent

Le Tableau V-1 présente les résultats obtenus lpquarticule utilisée comme traceur dans ce
travail. Les valeurs de la densité et de la viséade I'huile de paraffine et de la solution
agueuse de chlorure de calcium ont été détermiegpgrimentalement a l'aide d'un
viscosimetre (Brookfield, modéle LVDV-E) et par i@esure de la masse du contenu d’'un

jaugé de 100 mL thermostatisé a 20°C.

Tableau V-1 : Présentation des caractéristiquesla@articule utilisée comme traceur dans ce travail

, . . ~ V
Donnéeg e | g5g| hule | 34x 106 | A02C2 | 10pq | MeaCR | 9,908
kgm m?2 s kg m m?2 s
. ‘Fartlcule dy | Coeff. Vi Re, o
allisstoll N° Qy Forme| Huile | Huile
wt % | wt % | wt % 1 1 3
. Ech | m3h™ | pm - ms - kg m
NaAg | Ch.act| huile
1 2 5 10 4 0.6 | 491 0.96 | 7.% 10%| 0.011] 1028
Sl RQJ,CaCI2<1 Sl 1<RQ),CaCIZ<10 Stéchelle_Taylor Stéchelle_KoImogorov
Viim RQJ Iy Viim RQ) Ip st 2 Ns st 2 Ns
CaCl | CaCh CaClL | CaCh Ly Lo Lo Lo
m s’ ) s ms* ) () 0.01s| 0.02s| 0.015 s| 0.005 s
0.9x10° [ 0.44 | 0.9x10*|[3.7x10° | 1.67 | 3.%10*] 0.037| 0.019| 0.025| 0.074

L’analyse de l'image acquise au microscope montie tp bille est sphérique car son
coefficient de forme, qui vaut 0.96, est tres peode 1. Son diameétre vaut 491 um. Sa
masse volumique, calculée a partir de la mesursad@itesse de chute dans I'huile de
paraffine, est égale a 1028 kg>m La différence de masse volumique entre la ltléa
solution de chlorure de calcium est ainsi tresléadar cette différence vaut seulement 7 kg
m3en valeur absolue, ce qui correspond & une diféérele 0.7 % en valeur relative.

Le calcul de la vitesse de chute de la particulesda solution de chlorure de calcium
(Equation V.4) fait intervenir son coefficient daihée C,, dont la valeur dépend de son
nombre de ReynoldRg,. Or, ce nombre de Reynolds ne peut étre calaugelaysque 'on
connait la vitesse de chute de la particule dassliation de chlorure de calcium. Il va donc
falloir faire une hypothese sur la valeur du nomtbeeReynolds de la particule, calculer la
vitesse limite de la particule a l'aide de la FolenW-5 et puis vérifier la validité de
I'nypothese. Le calcul est réalisé pour les deypotheses Rg,< 1 et 1 Rg,<10. Dans les
deux cas, les vitesses limites de chute calcul@edient I'hypothése sur le nombre de
Reynolds, mais elles different d’'un facteur 4. ddétiner laquelle des deux valeurs est la
bonne est difficile. En effet, pour une différeredensité aussi faible entre la particule et la
solution de chlorure de calcium, la mesure expértaie de la vitesse limite de chute est trop
perturbée par des phénomenes parasites que peuréstiprécise. Par sécurité, le nombre de
Stokes de la particule sera évalué dans le cakised@favorable c'est-a-dire pour la vitesse
limite de chute égale & 3¥10° m s' et donc pour le temps caractéristique égal & B07 s.

Le Tableau V-1 montre que pour les deux vitessesradation et les deux échelles
caractéristiques des tourbillons (I'échelle de dayt I'échelle de Kolmogorov), la particule
se comporte comme un traceur idéal car la valeusalenombre de Stokes est largement
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inférieur & 1. 1l est de I'ordre de T0ce qui semble montrer que la particule peut suivr

toutes les structures locales de I'écoulement.n’€st pas tout a fait vrai car la particule sera
insensible aux tourbillons locaux dont la taillé edérieure a son diamétre. Des lors, la

particule utilisée dans ce travail est un tracdaal pour suivre les structures locales dont la
taille caractéristique est supérieure ou egalely4h.

2.2.2 L’éclairage

Le but de I'éclairage est d’améliorer le contraetére la particule et le reste de la cuve. Un

bon dispositif doit avoir les deux caractéristiqaas/antes :

» Il doit éclairer de maniere homogene afin de faillidentification de la particule quelle
que soit sa position ;

* |l doit éclairer de maniére athermique afin d’éwiteut échauffement de la cuve, qui
induirait une modification de la densité du liquetéou de la particule.

Les panneaux backlights commercialisés par la so€iBlox (Figure
V-5) remplissent ces deux criteres. Il s’agit gameaux carrés de
540mm de co6té et de m d’épaisseur composés de leds blanc

lIs produisent un éclairage blanc homogéne aveclum&ance de
70 000 cd rif. Ces panneaux, placés du coté opposé de la @uve
rapport aux caméras é€clairent la cuve par rétraiédge. La
particule, noire, est ainsi mise en évidence suonel blanc produit Figure v-5 : Panneau
par les panneaux. backlight (Phlox S.A.).

2.2.3 Le dispositif d’enregistrement

Le dispositif d’enregistrement se compose de deaméras dont les signaux sont
synchronisés par un boitier électronique extérieles images acquises par chaque caméra

sont transmisesia une carte d’acquisition a un ordinateur qui lester pour identifier la
position de la particule dans I'image.

a) Les caméras

L'utilisation de seulement deux cameéras est suffesgpour déterminer la position dans
I'espace d’'un objet. Il suffit pour cela, que lesm@ras enregistrent de maniére synchronisée
la méme scene mais qu’elles I'observent selon dgtes de vues différentes. La relation
mathématique qui relie la position de I'objet ddimsage acquise par chagque caméxgds
Ypixelgcam1 €t (Xpixels Ypixelgcamz & S@ position dans I'espae,Y,Z)requiert une calibration qui
sera présentée dans la Section 2.3 ci-apres. 8lotprinitialement le dispositif de
trajectographie avait été prévu avec trois caméaagpisieme caméra observant 'aquarium
et la cuve a travers leur face inférieure. L'iBtéde ce type de configuration est que I'on
minimise la taille des zones de la cuve ou il egpassible de déterminer la position de la
particule car elle ne peut étre observée que parseule caméra, étant située derriere le
mobile ou son axe de rotation, donc invisible pegrdeux autres caméras. Au départ, tous
les développements ont été réalisés pour cettégewafion a trois caméras. Il n'a cependant
pas été possible d’exploiter les mesures réalisg¢es la troisieme caméra car la partie
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inférieure du fond hémisphérique de la cuve eneveamporte des défauts qui introduisent
des déformations dans les images acquises quiuveipiepas étre corrigés numériqguement.

Le choix du modéle de caméra n'est pas anodin.aula un impact direct sur les
caractéristiques des trajectoires mesurées. [eh sH fréquence d’acquisition fixe a quelle
fréquence la trajectoire est échantillonnée egsalution spatiale fixe la taille minimale des
particules détectables. Deux caméras Falcon 4NIé@dyne Dalsa) ont été choisies. Elles
sont équipées d'une optique Linos Inspecx.L 60 momtée sur une bague de mise au point
Modular Focus 0 a +25 mm. Leur fréquence d’actjaisiest de 60 Hz, ce qui semble étre un
bon compromis entre I'obtention d’une informatiarffisante pour une analyse quantitative
de la trajectoire et la complexité des traitemdiéis a la manipulation de trés grandes
guantités de données. Les caméras sont équip@apideirs CMOS contenant 2352 pixels en
largeur et 1728 pixels en hauteur. Sur les imdggsarticule apparait comme une tache plus
sombre. Pour déterminer précisément (& moins pixel pres), la position du centre de la
particule, il faut ajuster une surface de Gausscstte tache. Cet ajustement ne peut étre
réalisé que si la tache a une largeur et une hastgérieures ou égales a 3 pixels. Si on tient
compte de la taille de la zone a observer, corredgnat a un carré de 300 mm de co6té, et de la
résolution du capteur, on obtient une résoluticatiate de 0.17 mm pixél(= 300/1728) dans

la direction verticale et de 0.13 mm pixgl=300/2352) dans la direction horizontale. La
taille minimale de la particule dans la présentgfigorration est donc de I'ordre de 500 pm.

Comme le montre la Figure V-6, chaque caméra eéefsur un dispositif linéaire composé
de deux rails en aluminium. Ce dispositif permetrégler I'éloignement et la hauteur de la
caméra. Apres serrage des vis de calage, il adgatement que les caméras ne bougent plus.
Les deux rails horizontaux sont fixés dans le sorientés de telle maniere que I'angle formé
entre les axes optiques des deux caméras soitdeppbche possible de 90°.

Figure V-6 : Caméra Falcon 4M60 avec son optiquanbs Inspecx.L et son dispositif linéaire.

b) Chaine d’acquisition

Les caméras sont contrélées par un synchronisetarnex (Timing Controller CC320,
Gardasoft) afin d’assurer I'enregistrement simétales images par les deux caméras. Le
synchroniseur envoie a la carte d’acquisition (egrabber X64 Xcelera, Teledyne Dalsa) de
chaque caméra des pulses électriques a une frexgder®0 Hz. Les cartes d’acquisition des
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deux caméras sont installées dans deux ordinasépesés. Les images acquises par chaque
caméra sont transmisefa des cables de type « cameralink »vietla carte d’acquisition a
I'ordinateur qui lui est dédicacé. Les deux ortluas sont chacun équipés d’'un processeur
Pentium 4 core 3Ghz (modéle E8400) couplé a uneamémive de 2Gb.

c) Traitement en ligne des images

Afin de réduire la taille des fichiers de donnéesegistrés et le temps nécessaire a leur
traitement, chaque image transmise a I'ordinatstitraitée immeédiatement afin d’enregistrer
uniquement l'information utile. La nécessité de tcagitement « en ligne » se comprend
aisément si on fait le petit calcul suivant : l'egistrement pendant une heure (3600 s) a une
fréquence de 60 Hz d'images correspondant a unm@lde 2.6 Mo chacune requiert un
espace de 548 Gb sur le disque dur. Or la mesure drajectoire implique des mesures
pendant plusieurs heures consécutives.

Le traitement en ligne des images est réalisé gratdogiciel spécifique élaboré en
partenariat avec Yves Daoust de la société VisanVision sprl. Ce logiciel réalise les
opérations suivantes lorsqu’il recoit une image :

1. Seuillage et binarisation des images ;

2. Identification des groupes de pixels noirs ;

3. Sélection des objets identifiés dont les dimens{targeur, hauteur et surface) exprimées
en pixels sont comprises dans une gamme compatiele les dimensions de la particule
de traceur ;

4. Calcul des coordonnées du centre de I'objet dofdrtae est approximée par une courbe
de Gauss ;

5. Enregistrement des données dans un fichier teitf). (. Chaque ligne du fichier txt
correspond a un objet sélectionné pour une imagmédy cet objet pouvant étre la
particule ou un faux candidat. Chaque ligne comtle temps (en us) auquel I'image
donnée a été acquise, la position de I'objet damade exprimée par le coupleykers
Ypixeld, SON niveau de gris et les dimensions de I'olpgeur, hauteur) exprimées en
pixel.

! 16667) 21734e+03| 7548000 17%.4000 3,7600. 22500

i 16667 1353 1.1173e+03 175 28300 1.7300

16667) 1.5576e+03 90.8600) 166 3.6700. 3.2700

16667 16792e+03 1028000  159.5300 4,8200. 4

16667 6115000 157 3.2700 2

3333 8365000 254.2500] 1762500 3.4000. 1.8600

33334 1.6652e+03) 1.1184e+03 165 3.1000. 1.7900

33334 2,1777e+03 06 179 3.2700 1.5900

33334, 1281 S56.2800]  167.5700 4.1200 30200

33334 1.7253e+03 91 173.7500 28300, 1.7300

. 3333 1154 839.6000] 1716000 3,5800. 1.9600
| . . 33334, 1577 219.1300]  169.5000 4,0700. 30800
33334 7206700 1.1217e403 174 23100 1.3300

33334 442,5000) 8485000 175 2 2

33334 2,2197e+03 1,1237e+03) 160,330 2,3100 1.3300

S ¢ / s0001 1043 1.1251e403 1686700 4.3800 2.3500
o E 50001/ 1,2085e+03 553 154.2500 3.2400 1.2400

‘ . 50001 3% 557.2500]  173.7500 2.8300 1.7300

50001 164.2500 2667500 1755000 3.4600 1.4100

oy | . 0001 79B.6700] 1128300 1735000 3.0600 2.6700

Figure V-7 : lllustration des traitements réalis&sl'aide du logiciel pour identifier la position das I'image de
candidats pouvant étre potentiellement la particule

En cours de fonctionnement, le logiciel affiche xiéléments : I'image en cours de traitement
et un tableau de contréle (Figure V-8). Ce derpammet de fixer les valeurs des différents
criteres de sélection (niveau du seuil, dimensides objets sélectionnés) en fonction des
conditions d’expérience. L'effet de ces criteres directement observable sur I'image grace
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a un code couleur (vert pour les objets sélectisnméuge pour les groupes de pixels
identifiés mais non sélectionnés). Une option algiciel permet également de définir les
dimensions caractéristiques de la particule sue les quelques images dans lesquelles la
particule a été identifiée manuellement.

Figure V-8 : Tableau de contrdle du logiciel dévelpé en partenariat avec Y. Daoust.

Ce logiciel permet donc de stocker I'informatiorremistrée pour chaque caméra dans un
fichier txt contenant, pour chaque image, les dean&orrespondant aux candidats
susceptibles d’étre la particule. Pour une actjoisd’'une heure, la taille des fichiers est en
moyenne de 1.5 Gb et contient environl®’ lignes.

Pour chaque expérience, les deux fichiers txt génélevront ensuite étre traités pour
identifier, a chaque pas de temps, le candidatguéespond a la particule. Cet algorithme de
tri est réalisé dans I'environnement Maflaly.R2010.a) et est présenté dans la Section 2.4.
Cet algorithme a besoin cependant de la relaticinénaatique qui relie la position de I'objet
dans limage acquise par chague camé&sgeil Ypixelgcam1 €t (Xpixels Ypixelgcamz & Sa position
dans I'espacéX,Y,Z) Cela requiert une modélisation du dispositif gsii présentée dans la
Section 2.3 ci-apres.

2.3 Modélisation du dispositif

2.3.1 Définition du probleme

L’information fournie par les caméras est la positiexprimée en pixels, d’'un objet dans les
images acquises par les caméras. A chaque insktasiggit donc de deux couples de
coordonnées Xixels Ypixeldcam1€t (Xpixels Ypixeldcam2POUr lesquels l'origine du repére est situe
dans le coin supérieur gauche de chacune des infaggse V-9). La position de I'objet
dans un repere spatial tridimensionnel fae@riori doit étre déduite de ces deux couples de
coordonnées. Ce repére spatial, appelé dans tla dwidocument « repere commun », est

positionné comme indiqué dans la Figure V-10. hees x et S}sont situés dans le plan
d’'une face de l'aquarium et laxe est normal & ce plan. L'origine du repére estésita

l'intersection entre I'aréte de I'aquarium avecplan de la face inférieure de la plaque en
plexiglas reposant sur la table en aluminium.
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(0,0)

Xpixel

&

y YplXeI Caméra 1

Figure V-9 : Position du repére dans I'image.

Figure V-10 : Position du repére spatial commun.

Pour résoudre le probléme posé, nous nous bassuoles postulat suivant, illustré a la Figure

V-11, qui est a la base de la modélisation mathi@umatdes caméras par un type de modele
appelé «pinhole »: « Dans I'espace tridimensignries trois points correspondant

respectivement a I'objet, & son image sur le cateda cameéra et le point focal de la caméra
sont alignés selon une droite ». La position dbjét pourra donc étre obtenue en calculant
I'intersection des deux droites passant par letdoical de chaque caméra et la projection de
I'objet sur son capteur. Il faut donc détermireepbsition du point focal de chaque caméra

(F1, F2), ainsi que l'orientation des deux droitaq,\Z) , dans le référentiel spatial choisi.

o1 p
F1 /\
Prapteur,  J—
Lo
Prapteur, 2
Fz

Figure V-11 : Détermination de la position du poift dans le référentiel spatial commun par le calagé
I'intersection des deux droites passant respectieatrpar le point focal i et I'image du point P sur le capteur
1 et le point focal i et I'image du point P sur le capteur 2.

En réalité, deux corrections doivent étre apporééestte approche.

La premiere est liée au fait que les lentilles dxé&ur les caméras ne sont jamais parfaites.
Elles déforment I'image enregistrée. Ainsi, commenontre la Figure V-12, il peut y avoir
une différence de quelques pixels entre la posti@na projection de I'objet sur le capteur
dans le cas d'une lentille parfaitBcpeu) €t la position réellement enregistrd®y)( Cette
déformation peut étre modélisée par des équatiolym@miales dont les parameétres doivent
étre déterminés expérimentalement.
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Qe

Toizel \

Prapteur

Figure V-12 : Déformation introduite par la lentik.

La seconde correction est liee au fait que lescéaigx lumineux traversent différents

matériaux et subissent donc de la réfraction. IDEs comme le montre la Figure V-13, le

postulat n’est strictement correct qu’entre le péacal de la caméra, la position corrigée de
'image de l'objet sur le capteuPdapeu) €t la position de son image sur la face exteme d
laquarium @,g). Il faut donc, pour déterminer la position debfet dans le repere spatial

commun, corriger l'orientation et la position desud droites avant de calculer leur

intersection. Ces corrections sont effectuéesppticuant les lois de Snell-Descartes, ce qui
implique de connaitre la nature des matériaux doiasit 'aquarium et la cuve ainsi que leur
géomeétrie et leur position dans le référentieligpbahoisi.

Pagl

F1 | Peapteurl 1 ‘
- L

Pag2

FPrapteur?

l
F2

Figure V-13 : Réfraction des faisceaux lumineux eatrers les différents matériaux.

2.3.2 Modélisation des caméras

Cette étape sert a élabonerfine une fonction mathématique qui relie les coordoar(égel,
Ypixel)cam1 ou cam#l€ chacun des pixels du capteur d’une caméra auxl@onéegX aq,Y agZ aq »
dans le référentiel commun, du poRy, appartenant a la face externe de l'aquarium et qui
correspond a ce pixel. A chaque caméra correspoadidemment la face externe de
'aquarium qui lui fait face.
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Pour arriver a ce résultat, chague caméra est wlampremiere étape modélisée séparément
(étapes la a 1c) par un modele de type pinholaurslgositions respectives dans le repere
spatial commun sont ensuite établies (Etapes 23.a 2

a) Etape 1a : Etablissement des équations de base

Deux référentiels doivent tout d’abord étre defifiigyure V-14). Le premier (en bleu) est le

référentiel 2D associé a I'image. Les coordonrsged exprimées en pixels et I'origine du

repere est située dans le coin supérieur gauchiendge. Le deuxieme repere (en rouge) est
un repére spatial associé a la caméra. Son ori@igeest située sur le point focal de la

caméra. Ses axes et ysont paralléles au plan correspondant au captela ceeméra. Son

axe z coupe le plan du capteur au niveau du pixel desmitbordonnées sorucf, cg) dans le
repere 2D fixé & I'image. Dans l'espace tridimensel, ce point a comme coordonnées
(0,0,f) ouf est la distance focale de la caméra qui correspdadlistance, exprimée en m, qui
sépare le point focal du plan du capteur.

Heam

Yoam

Zram
(0,01 Plan du capteur ﬂ;n

. HpLHE
vpizel (0,06

£ __“‘“‘QC-EX’CCF:] Heapteur
Peapteur L capteur

0.0,

Figure V-14 : lllustration des liens géométriquesigexistent entre la position d’'un point P de coamnées
(Xcam Yeam,Zcam)» SON image sur le capteur de la caméra de coomiErs (Xapteur, Yeapteurf) €t S€S COOrdonnées

dans I'image (fixel, Ypixe)-

Si la lentille des caméras était parfaite, la pasitd’'un pointP de coordonnéesX{am Ycam
Z:am), la position de son imad&apteursur le plan du capteur de coordonné&spfeurYcapteus f)

et la position du point focal de coordonnées ((,8graient alignées. Leurs coordonnées
spatiales seraient donc liées par la relation géaoé suivante :

Xcapteur — Ycapteur — f (V-8)
Xcam Ycam anm

Dans le plan du capteur, la relation mathématiqueedie les coordonnées spatiales du point
Pcapteur@ Sa position exprimées en pixels dans le refd@rien2ge est :
Xl = X /'m, +cc,

pixel capteur

(V-9)
ypixel = Ycapteur/ my + CCy
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ou m, etm, sont des facteurs de conversion entre les uniésques et les unités pixels. I
s’agit, en fait, de la taille réelle, exprimée endiun pixel sur le capteur CMOS, égale a 7.4
pKm pour les capteurs des caméras Falcon 4M60.

La mise en commun des Relations V-8 et V-9 pernétablir la relation mathématique qui
relie la position d’'un poinP (Xcam Ycam Zcam) @ Sa position dans I'imagep(i, Ypixel) :

_ Xcam L +cc
pixel — X
cam M

(V-10)

Y, f
ypixel =2 —+ CCy
anm my
En fait, c’est la relation réciproque qui nous ietse puisque nous connaissons la position de
la particule dans I'image et nous voulons en dé&dsér position dans I'espace :
X m

cam — - X
—A0 =X, = (X e —CC,)
anm " f

YC

Z
L'utilisation de cette relation implique que lesle@s numeériques dec, cg, f, m etm,
soient connues. Cependant, elle ne permet pdsétdeminer univoquement les coordonnées
du pointP (Xcam Yecam Zcam) Car elle est valable pour tous les points sitedeng de la droite
noire sur la Figure V-14. L’obtention d'un résultanique nécessite une information
complémentaire sur la position du poiRt En l'absence de cette information, les
coordonnées peuvent étre exprimées sous formatideX an{Zcam €t Yecand Zcam COrrespondant
a des coordonnées adimensionnellggty,. Notons que le poirf et le pointPcapreuront les
mémes coordonnées adimensionnelles puisqu’ils appaent a la méme droite.

pixel

(V-11)

am my
=Y = (ypixel _CCy)T

cam

En réalité, I'optigue des caméras n'est pas parfaié sorte qu’elle introduit des distorsions
dans les images enregistrées. Ces distorsionsdeodeux natures : une distorsion radiale
introduite par la forme méme de la lentille et whstorsion tangentielle provenant d’un
mauvais centrage de l'optique sur le capteur dealaéra. La Figure V-15 permet de

visualiser ces distorsions.

I [
IS S

|

ENP
=
|

Figure V-15 : (gauche) image non déformée, (milieimage ayant subi de la déformation radiale, (dm)it
image ayant subi de la déformation radiale et tangelle.

Il en résulte que le poir® apparait sur le capteur de la caméra a la posttéforméePy
caractérisée par les coordonnées adimensionngjlgs) plutot qu'a la position idéalBcapteur
(Figure V-12) L’application directe des Relations V-11 pour wertir les coordonnées x|,
Ypixel) CONduit aux coordonnees de la position déformge/{ et non a celles de la position
idéale &, yn. Pour corriger cela, il faut donc établir une tiela qui donne les coordonnées
adimensionnelles xy,) du pointP ou de sa projection corrigé@.apeur €n fonction des
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coordonnées adimensionnelleg\{y) de sa projection déformé®. D’aprés Brown (1966),
la réciproque de la relation qui nous intéresse géarire de la maniére suivante :

2 2
r%}=akaX§+yD+kAX§+ybz{xl+{2&xy”+kAy”+3M) (v-12)

4 Yol [2KeX,Y, +KsByq +X3)
ou ks, k, ks etk, sont les coefficients du modéle de distorsion.
Le premier terme du second membre modélise lgsrsdiigns radiales tandis que le second
terme modélise les distorsions tangentielles. daproque de la Relation V-12 ne peut pas
étre calculée analytiquement et les valeurs du leodg, y,) doivent étre estimées
numériquement a partir des valeurs xgy().

Ainsi en synthése, connaissant les coordonnggs.Y pixe) d’'un objet dans I'image d’une
caméra, il est possible de calculer ses coordoramiggensionnelles y») dans le référentiel
de la caméra, en appliquant les Relations V-11-2PV Ces coordonnées adimensionnelles,
qui correspondent a une droite de I'espace, potuommduire aux coordonnées spatiales d’'un
point unique(Xcam Yeam Zcam Si On dispose d’une information supplémentairatined a la
position du poinP dans le repére de la caméra. Il peut s’agir pamgie de I'appartenance a
un plan dont I'équation est connue.

b) Etape 1b : Détermination des huit paramétresrinséques du modele pinhole

Le modele pinhole contient donc huit parametfegf(m,) ,f=(f/my), cG, cg, ki, k, ks et k).

Ces parametres sont qualifiés d’intrinseques casdint uniquement liés a la nature de la
caméra et a son optique et ils sont indépendanis a@niere dont la caméra est orientée par
rapport & la scéne qu'elle observe. La déternunaties valeurs des huit paramétres du
modeéle, indispensables a son utilisation, estg@algrace a une calibration et a un traitement
des données résultantes a I'aide des codes MalaR2010.a) élaborés et fournis en « Open
Source » par J.Y. Bouguet, de la California Ingtitof Technology.

La calibration consiste a enregistrer une quaraatdiimages d’'une mire plane composée
d’'une alternance de carrés blancs et de carrés deil8.5 mm de cété (Figure V-16). Sur
chacune des images, la mire est placée d’'une neadifiérente et ses positions successives
couvrent le volume occupé par I'aquarium (qui a gtéalablement retiré de la table en
aluminium).

|

Figure V-16 : Images de la mire én damier placéedifférentes manieres.
La premiére étape du traitement des images consistencoder les caractéristiques
géomeétriques de la mire c'est-a-dire la taille likqoe carré ainsi que leur nombre.
La seconde étape consiste a relever, sur les imegesoordonnées, exprimeées en pixels, des
sommets des carrés composant la mire qui sontiegssur I'image. Entre 200 et 300 points
sont ainsi repérés par image.
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Lors de la troisieme étape, une premiere estimat@svaleurs di fy, G, cG est réalisée en
faisant I’hypothese que la lentille n’introduit pde déformations (c'est-a-dire en podank,

ks, ks=0). A cette étape, c’est en fait dix parametres ipage qui sont optimisés par la
méthode des moindres carrés a partir de 200 a 8060éds. Ces dix parametres sont les
guatre parametres intrinseques et six parametrss «deéxtrinseques » et qui définissent
'équation du plan de la mire dans le repere spdéda caméra. Ils sont calculés en tenant
compte du fait que les sommets des carrés sont@spe 18.5 mm et gu’ils sont alignés
selon des droites qui se coupent a angle drois dBeparametres correspondent en fait aux
trois coordonnées du vecteur normal au plan etmisccoordonnées d’un point appartenant a
ce plan. lls définissent donc de maniére univdgpagiation du plan de la mire.

La dernieére étape du traitement est une optimisaton linéaire et itérative qui détermine par
la méthode des moindres carrés les huit paramigtirésseques et les>xdnombre d’'images)
[240 parametres extrinseques.

Les parametres intrinsequigsfy, G, cG, obtenus pour les deux caméras sont résumés dans le
Tableau V-2. Les déformations introduites pardéesilles sont illustrées a la Figure V-17.

Tableau V-2 : Paramétres intrinseques des deux ceasébtenus par calibration.

Caméra 1 Caméra 2
f =f/ 8457.67 pixels . f=f/ 8463.09 pixels )
KT P + 8.00 pixels | * M P + 7.85 pixels
f (62 mm f (62 mm
f=f 8474.41 pixels f,=f 8483.76 pixels
y=timy P +8.07 pixels |~ fmy P + 8.08 pixels
f (62 mm f (62 mm

CCx 1264.20 pixels +13.39 pixels| cc 1157.75 pixels +12.69 pixels

cG 914.75 pixels +12.57 pixels| cg 843.61 pixels +13.19 pixels

erreur | en x : 0.46 pixelsen y : 0.50 pixeld erreur | en x : 0.45 pixelsen y : 0.56 pixels

=]
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|
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1200 -
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1400 1400 b
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NN h

1000 1500

1600 - 1g00 b

2000
Figure V-17 : Déformations introduites par I'optige des caméras. Elles sont exprimées en pixels et
représentées en valeur par les lignes de niveaugretrientation par les fleches bleues.
Gauche : caméra 1, Droite : caméra2.

Il apparait que la distance focale obtenue pabilon, égale a 62 mm, coincide bien avec
les valeurs déduites du réglage des optiques dréraa. En effet, I'objectif de la caméra a
une distance focale de 60 mm. Il est monté surbagele de mise au point qui peut balayer
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une distance allant de 0 a +25 mm. Les coordondégsoint centralcc, et cc, (Symbole

« 0 » dans la Figure V-17) sont assez éloignée=eliies du centre de l'image (2352/2=1176
pixels et 1178/2=864 pixels, symbole « x » danBitpre V-17). La déformation principale
est donc de la déformation tangentielle. Ces d#itions restent cependant relativement
faibles. Elles valent au maximum 3.5 pixels p@aucameéra 1 et 1.4 pixels pour la caméra 2.

c) Etape 1c: Détermination de I'équation du plarorespondant a la face externe de
I'aquarium dans le repére de la caméra.
Si on connait I'équation du plan de la face exteadeel’aquarium dans le référentiel de la
caméra correspondante, on pourra déterminer lesl@ooées spatiales des poiRtgXcam
Yeam Zeam) @ppartenant a la face externe de I'aquarium eespondant a chaque pixel de
I'image et a chaque couple de coordonnées adimamedies &, yn).
Pour déterminer les équations des plans des fademes de l'aquarium qui font face a
chaque caméra, une mire en papier a été successivenllée sur ces deux faces. L'image
de cette mire est enregistrée et traitée a I'agerdémes routines Matfalgue dans I'étape
1b. Les paramétres intrinséques du modele étaatndi@és, les routines sont utilisées ici
pour déterminer les six parametres extrinsequesgmondant a I'’équation du plan.
Les équations des plans des faces externes datiaqudans les référentiels de leur caméra
respectives sont :

Cameéral:0.0235x +0.0033y - 0.9997z +1540.2613-0

Caméra2:-0.0207x - 0.0012y - 0.9998z +1535.8155- 0
Grace a ces équations, il est possible de calquberr, chaque pixel de I'image caractérisé par
les coordonnées adimensionnelles, (y,), les coordonnées du point correspondant
appartenant a la face externe de I'aquarium emriaile calcul de lintersection des droites
passant par ces pixels avec ce plan.
L’équation de la droite passant par I'origine dpae (0,0,0) de la caméra et par le point de
coordonnééXcam Yeam Zeam) PEUL S'écrire sous la forme paramétrique suivante

(V-13)

X=O+(xcam_0)| X: Xcam(zcamlzcam)l X:anl
y = O + (Ycam - O)I => y = Ycam(zcam / anm)l => y = ynl I (V_14)
Z = O + (anm - O)I Z = anm(zcam/anm)l Z = 1II

avecl'=1Z_.

Des lors, en substituant les Equations V-14 ddfguation V-13 du plan, on obtient la valeur
del’ en résolvant I'’équation linéaire ainsi obtenue.n@ossant’, on obtient les valeurs de

y, etz correspondant aux coordonnées spatiales du Pajot appartient a I'aquarium et qui a
comme coordonnée adimensionnglg, y,). Ce calcul est répété pour tous les pixels de
I'image.

d) Etape 2a : Détermination de la position des mehétiels des caméras dans le référentiel
spatial commun.

A l'étape précédente, les coordonnées spatialespdiggs P appartenant aux deux faces
externes de I'aquarium sont obtenues dans le réféfrspatial associé a la caméra 1 ou a la
caméra 2. A ce stade, la maniere dont ces ddarentiels sont positionnés dans I'espace
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'un vis-a-vis de l'autre est inconnue. La manidant ils sont positionnés par rapport au
repere spatial commun défini au Point 2.3.1 (Figéf20) l'est tout autant. L’objectif de
cette deuxieme étape est donc de déterminer liqostlative des trois reperes dans I'espace
afin d’élaborer une fonction mathématique qui pdroe transformer les coordonnées des
points P obtenus dans le référentiel de chaque caméra ws ordonnées dans le
référentiel spatial commun.

Commencons par établir la formule générale qui perdexprimer les coordonnées d’'un
point P dans un référentiel spatial 2 lorsqu’elles sonint@s dans un référentiel spatial 1
(Figure V-18). Géométriquement, ces deux repéreslgs par un vecteur de translatibet
une matrice de rotatioR. Le vecteur de translatiohcorrespond a la position de 'origife

du repére 1 exprimée dans le repere spatial 2natace de rotatioR indique quelle rotation

il faut appliquer sur les axes, y,,z, du repére spatial 1 pour les faire coincider d&s@xes

Z,yj,ztdu repere spatial 2. Ainsi, Bi=(X1Y1,Z1) correspond aux coordonnées du péint
dans le repére spatiale 1RtE(X, Y,,Z5) sont ses coordonnées dans le repéere spatiale2, el
sont liées par la relation :

P,=RxB+T (V-15)
Dans le cas qui nous intéresse, le repére spadisl Ik repéere associé a une des cameéras et le
repere spatial 2 est le repéere spatial commurva Idonc falloir déterminer pour les deux
couples de repéres le vecteur de translationraatace de rotation qui les relient.

P

) H1LYLZY) » (00272020 21
zl
7l 7 (0,0,0)
(0,0,0)
(T, Ty Tx) -
x1

Figure V-18 : Position relative de deux repéres spax.

e) Etape 2b : vecteur T et matrice R qui relientrigférentiel spatial de la caméra 2 au
référentiel spatial commun

Les axesx et y du référentiel commun sont coplanaires avec la giala face externe de

'aquarium vue par la caméra 2. Les parametresnsggues de ce plan dans le repere de la
caméra 2 ont été déterminés expérimentalementapé&élc. Les parametres extrinseques de
ce plan,i.e. les trois composantes de son vecteur normal etdesdonnées d'un de ses
points, peuvent egalement étre exprimés sous laefai’'un vecteur de translatiofpan et
d’une matriceRya, de rotation qui indiquent la position du repéereoag# au plan dans le
repeére associé a la caméra 2. L'orientation dereessocié au plan est montrée dans la
Figure V-19. Si la mire est collée sur la facel’dquarium de telle maniére que ses lignes
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verticales soient paralleles aux arrétes verticdéebaquarium, les axes et y du référentiel

associés au plan sont paralléles aux axes$ y du référentiel commun (Figure V-20). Leurs

origines appartiennent toutes les deux au plaradade de I'aquarium et la distance qui les
sépare peut étre mesurée.

référentiel spatial
de la mire

référentiel spatial
c E: iy C Ottt
Z
X
Figure V-20 : Paosition relative du repére spatiassocié a
la mire et du repére spatial commun.

A B0 B 100 120 o 1600 1B EL]

Figure V-19 : Référentiel associé a la mire.

Trois référentiels spatiaux sont ainsi définis. s Llaordonnées d’'un poirR situé dans
I'espace peuvent étre exprimées dans ces troigeréféls : soit dans le référentiel associé a la
caméra 2,P..., = (X Yearos Zearp ) SOIt dans le référentiel associé au plan de lae mi
Yaqlzaq . )
Suivant la Relation V-15, les coordonnées dangfiérentiel commun d’'un poirR dont les

coordonnées dans le référentiel de la caméra 2 gmmues, peuvent étre calculées en
appliguant les deux transformations suivantes :

1) Les coordonnées du poiRtdans le référentiel du plan de la mire se caldudepartir
de ses coordonnées dans le référentiel de la cahpaa
—_ -1
I:)plan - Rplan X (Pcam2 _Tplan) (V-16)
ouU Ryian €t Tpian €xpriment la position d’un repére associé au plans le repere
associé a la caméra 2
2) Les coordonnées du point P dans le référentiel aomse calculent a partir de ses
coordonnées dans le référentiel du plan par :
Paq = (Qy X (Qz X Pplan)) +Torigine (V'17)

ou Qy etQ, sont des matrices de rotation autour de et de I’axe_yqui permettent
de superposer les axes du repére du plan de lasmirées axes du repére spatial
commun et oUlyrigine €St le vecteur de translation qui indique la paside I'origine
du repére du plan de la mire dans le repere spgatmmun.

Poian = (X pans Ypians Z pan) » SOIt dans le reférentiel spatial commigy, = (X

aq’?

f) Etape 2c: vecteur T et matrice R qui relient téférentiel spatial de la caméra 1 au
référentiel spatial commun

Pour exprimer les coordonnées dans le référedéela caméra 2 d’'un poirR dont les
coordonnées dans le référentiel de la caméra 1ceomues, il faut déterminer la position du
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repere de la caméra 1 par rapport au repére danfera 2. Il faut donc déterminer les
matrices qui interviennent dans la relation :

PcamZ = (Rcaml_camZ X Pcam].) + Tcaml_camZ (V_18)
ou Team1_cam®St le vecteur de translation qui indique la positile I'origine du repére de la
caméra 1 dans le repere de la caméraR.gh cameeSt la matrice de rotation qui indique la

hY

rotation a appliquer aux axes. ., Y. Zam dU repere de la caméra 1 pour les faire

coincider avec les axe§, o, Yeanes Zeare dU repere de la camera 2 .

Ensuite, les coordonnées du pdtdlans le référentiel commun seront obtenues ericgiait
les Equations V-16 et V-17.

Pour déterminer les valeurs de la matrice de mid®am1 came€t le vecteur de translation
Team1_camz UNe stéréo calibration est menée. La mire estépl dans une position ou son
guadrillage peut étre vu de maniére distincte @aideux caméras et une image est enregistrée
par chaque caméra. Le traitement de ces imageteparodes Matldb de J.Y. Bouguet
permet d’extraire les parameétres extrinséques sporelant au plan de la mire pour chacune
des caméras. On obtient ainsi deux vecteurs dslation Tcam1, Tcam? €t deux matrices de
rotation Ream1, Reamd qui expriment la position du repére fixé sur leendans les repéres de

la caméra 1 et de la caméra 2. Ainsi,F5l, = (X, ier Ymirer Zmire SONt l€s coordonnées du

mire?
point P dans le référentiel de la mire, ses cordonnées lgareférentiel de la caméraRg4m))
et dans le référentiel de la camér®g4) seront :

Pcaml = (Rcaml X I:)mire) + TcamL (V-19)

Pcamz = (RcamZ X Pmire) +Tcamz (V'ZO)
Si on élimineP,e entre les Equations V-19 et V-20, on obtient latren qui reliePcam2 @
Pcam1 , qui fait intervenir la matricBcam1_cam£t le vecteuilcami_camz

mire ! mire

PcamZ = ((Rcam2 X R;;rrﬂ.) X Pcam]. + (Tcamz - Rc_;rrﬂ. xTcarrﬂ.) (V'Zl)
U il
Rcaml_camZ Tcaml_camZ

g) Etape 2d : synthése des résultats obtenus
La Figure V-21 montre la position des differentgsnéénts dans le repére spatial commun.

&

Caméra 1

Fl=r1910:9; 22191627}

09900 0072y-0.01162z+367 .0 4=0
==

F2=170.3; 242 %; 1533.8)

Caméra }

Figure V-21 : Position des différents éléments ddagepére spatial commun.
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L’origine du repére de la caméra, qui correspongant focalF; de cette caméra est situé au
point de coordonnées (1910.9 mm ; 221.9 mm ; 1@21) dans le repere commun. De
méme, le point focal F; de la caméra 2 est situé au point de coordonnE&3.3 mm;
242.8 mm; -1535.8 mm). Les plans correspondantdeux faces de I'aquarium faisant face
aux cameras ont pour équations dans le repérakpathmun :
plan__aquarium_cameral: 0999 — 0.0072y - 0.0116z-36704=0
plan__aquarium_camer®:z=0 (v-22)
Le diagramme ci-dessous synthétise I'ensemble pésatons réalisées pour établir, a partir
du couple de pixelbpixel Ypixecam1 ou camz €S coordonnées du poidi, correspondant dans le
repere spatial commun

Parameétres Equations des
(Xpixely ypixel)caml || intrinséques ) (Xn, Yn)caml plans des parois
(Xpixels Ypixet)cam: et Equations (X, Yn)cam: externes de

V-11 et V-12 'aquarium dans
le repére camérg

v
Dans le repere R et T entre le repere de la Dans le repere

de chaque caméra camera 1 et le repere commup | de spatial commun
(Xaq,caml Yaq,caml Zaq,,cam) | RetTentrele repére de la ™ (Xaq,la Yaql, Zaq])
(Xag,cama Yag,cama Zag, cam) caméra 2 et le repére commun (Xag.2 Yaq2 Zaq2)

Figure V-22 : Opérations nécessaires pour établirrelation mathématique qui relie (Xei, Ypixel)cam1 ou cam2
aux coordonnées du pointggsitué sur la paroi externe de I'aquarium dans lepére spatial commun.

En pratique, I'ensemble de ces calculs n’est réaisune fois pour chaque pixel de I'image.
Les couples(Xpixels Ypixel)cam1 ou cam2€t Kag,10uz Yag,10ua Zaq 10u3 SONt stockes dans une fonction
Matlab® auquel on fait appel lorsque I'on doit calculeptzsition du poinP,, correspondant
au point de coordonnéésixe, Yoixe). Cette fonction Matldbreste valable tant que la caméra
et 'aquarium ne sont pas déplacés.

2.3.3 Calculs des rayons réfractés

A chaque point(Xpixels Ypixe) @ppartenant a une image acquise par une des Gen&ras
correspond un point appartenant a la face extee@guarium. A partir des coordonnées de
ce point Pag1,2 et de celles du point focal de la caméra corredqate £, ou F,), on peut
écrire I'équation paramétrique du faisceau lumineactiligne qui relie ces points :

X=Fy, + (Xaq,1 - Fx,l)l =Fy, +Vx,1| X=Fy,+ (Xaq,z - Fx,z)l =Fy, +Vx,2|

y=F,+ (Yaq,l Rl =F, +Vy,1| , Y=R,t (Yaq,z -RI=F, +Vy,2| (V-23)

z=F;, + (Zaq,l —F )l =F, +v, il z=F,,+ (Zaq,z —F )l =F,,+v,,l
oU Viz =(V,;,,V,1,,V,,,) €St le vecteur directeur du faisceau lumineux ligog dans le

repere commun.
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Ces faisceaux vont cependant changer d'orientdtsgu’ils vont traverser les différents
matériaux qui composent I'aquarium et la cuve tsasubiront de la réfraction. Pour calculer
leur nouvelle orientation, les lois de Snell Detesmrsont employées. |l faut utiliser leur
expression en notation vectorielle car on les eraglans un espace tridimensionnel.

Soit & 'angle incident existant entre le rayon incidend’orientation

incident ?
;/incident=(Vincidem'x,Vincident‘Y,Vincidemz) et la normale IocaIeF1=(nx,nY,nZ) a la courbe
correspondant a l'interface entre les deux materdiindice de réfraction respectifi,,n, .

Soit &

réfracté !

'angle réfracté existant entre le rayon réfractd’orientation

Vretracte = (Vigrracie x » Vierracisy 1 Visractez ) €L 12 normale localen. Ces grandeurs sont liees par les

éguations vectorielles suivantes dans lesquelles tes vecteurs ont préalablement été
NOrmes :

COS6’ncident =ne (_Vincident) = nXVincident,X + nYVincident,Y + nZVincident,Z (V-24)

2
Coserefracté = 1 - (%j (1_ (Coseincident) 2) (V'25)

b

- ~ n, |- n -
Si N (—Vincident) > 0% Vretracte = (n—ajvincident + (n_a COSE, cident ~ Coserefractéjn (V-26)
b b

e = = n, |- n -
Si N* (—Vincident) < 0 Vrefracte = (_ajvincident + (_a Coseincident + COS@refractéjn (V-27)
nb nb

Comme le montre le schéma de la Figure V-23, asaudles sont employées aux interfaces
air - plexiglas ; plexiglas - eau ; eau - verretre - solution de Cagl A chaque interface, la
position du point d’intersection est détermin®gy{ ou 2 P",P”, Pcuve,nteme) dans le repere

spatial commun, ainsi que l'orientation de la ndemacale na l'interface et I'orientation du

vecteur réfractéracs. EN appliquant cette méthodologie de proche enha au niveau des
différentes interfaces, on obtient la position @inpPcuve intemeSitué sur la face interne de la

cuve en verre et I'orientation du rayon réfragt@acwscuve inteme QUi COrrespondent au faisceau
lumineux incident passant par les pointsy, (Pag1) ou 2, Pag2 dans lair et qui
correspondent donc aux couplegiisYpixels cam1 ou cam2 ICi encore, les calculs ne sont
réalisés qu’une seule fois pour une position dordeééa cuve et des caméras. Les couples

(Xpixeh ypixel)caml ou cam2 €t Pcuve,interne,l, 2,Vréfracté,cuve_interne,Lz) sont stockés dans une fonction
Matlab®.

Ces calculs nécessitent de connaitre les indica®fdaction des différents matériaux ainsi
gue leur géométrie et leur position dans le reppatial commun.

Les indices de réfraction de l'air, de I'eau déménr, du verre et du plexiglas ont été extraits
de base de données (Kaybe et Laby). lls valeniestisement 1, 1.33, 1.51 et 1.51.
L’indice de réfraction de la solution de chlorure chlcium (4 % en masse) a été mesuré a
I'aide d'un réfractomeétre. Il vaut 1.34 a 20°C.
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F1 | Peapteurl ) Paql‘

M cuve intern
—— = —_
v

erte-Calsl2

plewm-ean

air-plexi X ¥

Figure V-23 : Réfraction a travers les différentsatériaux qui composent la cuve et I'aquarium.

La géométrie et la position de I'aquarium sontl&ent caractérisables. Ses faces externes
et internes sont des plans paralléles espacés aenlO Les équations des plans des faces
externes ont été déterminées dans le référentmiafpcommun au Point 2.3.2.g. Les
égquations des plans des faces internes sont donc :

plan_aquarium_cameral: 0999 — 0,0072y — 0.0116z-35704=0

. (V-28)

plan_aquarium_camer&:z-10=0
Pour la cuve en verre par contre, ces donnéegmsuins facilement accessibles : sa géométrie
est plus complexe et sa position exacte par ragpbatjuarium n’est pas connae priori et
doit étre déterminée expérimentalement.
Les caractéristigues géométriques de la cuve (fatrépaisseur de paroi) ont été mesurées
sur base d’'images de sections droites obtenua®pagraphie a rayons X. (caractéristiques
du dispositif disponible dans To al, 2005). Sur les images obtenues (Figure V-24), le
parois internes et externes de la cuve apparaissemine deux cercles concentriques. Ces
images sont ensuite analysées pour détermineayesms des cercles correspondant a la face
interne et a la face externe de la cuve dans tEsalites coupes correspondant chacune a une
coordonnég/ donnée. Notons gu’a ce stade, les coordonxgerutilisées sont relatives a
un référentiel associé a la cuve. L'origine deamere est située au sommet de la cuve sur

son axe de symétrie. L'axg est paralléle a cet axe de symétrie.

150["

100 -

50+

501

-100 -

-150 L
-200

L
0 15 Iy el 0 El 0 5 m
200

Figure V-24 : Coupe horizontale de la cuve obtenai@ine hauteury =-159.6 mm et y=-446.6 mm.
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Les données ainsi obtenues servent de base pmareélain modele géométrique de la cuve
en deux parties (Figure V-25):

1)

2)

Une zone supérieure, composée de deux cylindresentiiques d’axe de symétrie
vertical et de rayons respectifs égaux a 150.6 mi6&.1 mm. L’épaisseur de la
paroi de la cuve dans cette zone est donc de 1.5 m
Une calotte modélisée par deux ellipsoides coniceres (h,k,l) et de demi-axes, b
etc. Les valeurs dg, h, q, a, betc intervenant dans les équations des ellipsoides, de
la forme :

—0)2 —h)2 —0)?

(X azg) . (ybzh) (2 CZon =1
sont déterminées sur base des dimensions meswreéss smages tomographiques.
L’ajustement est réalisé en imposant que le catgseellipsoides soit situé sur I'axe
de symétrie des cylindregg$g=0) et qu’il n’y ait pas de discontinuité dans
I'orientation de la normale locale lorsque I'on pasle la zone cylindrique supérieure
a la zone ellipsoidale inférieure. Pour consewer normale horizontale dans le plan
de jonction, il faut que la partie inférieure sait demi-ellipsoide dont le plan médian
horizontal est un cercle. On a dame ¢ = 150.6 mm pour le demi-ellipsoide interne
eta=c=161.1 mm pour le demi-ellipsoide externe. EnBs valeurs dé eth sont
déterminées en minimisant les écarts entre lestpaies surfaces théoriques et les
points expérimentaux mesurées par tomographieaut respectivement 128.4 mm et
135.5 mm pour les demi-ellipsoides corresponddatface interne et a la face externe
de la cuveh vaut 339.12 mm. Le centre commun des demi-ellgeoest donc situe
a la coordonnée (0 ; -339.1 ; 0) dans le repéeta dave. La partie cylindrique s’étend
donc de y = 0 a y =h-et la partie ellipsoidale de y ka y = -b+b).

(V-29)

-150 T T T T T T

2001 4

280 =

-300 - =

3801 4

400 B

450 4

I 1 I 1 1 ! 1 !
1} 0 40 1) a0 100 120 140 160

Figure V-25 : Comparaison du modele géométriqueldeuve par rapport aux points expérimentaux

obtenues par tomographie a rayons X.
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La géométrie de la cuve ayant été modélisée, iege plus qu’a positionner son repere dans
le repéere spatial commun. Un soin particulier @ @pporté pour placer la cuve de telle

maniere que son axe de symétrie soit vertical st graralléle a I'axey du repére commun.

La distance selon I'axg entre 'origine du repére de la cuve et l'origtherepére commun a
été mesurée avec un pied a coulisse. Elle est égad3.4 mm.

7700 7

Les coordonnéeset z de I'axe de symétrie dans le repére commun ondétErminées de la
maniere suivante :

Deux marques ont été faites a méme hauteur sacéadxterne de la cuve au niveau de sa
partie cylindrique. Elles sont réalisées dansuargde cuve situé entre les deux axes
optiques des caméras de maniére a ce gu’ellestsobmervées « directement » par
chaque caméra, sans que les faisceaux lumineurinend traverser la cuve avant de les
atteindre ;
Une image a été enregistrée par chaque cameéra poseions des deux marques ont été
relevées dans les images enregistrées ;
La fonction Matlai développée pour tenir compte du phénoméne dectiéinades
faisceaux lumineux a travers les parois de I'aqurara ensuite été utilisée, pour calculer
la position des points appartenant a la face ietede la paroi de l'aquarium et
I'orientation du faisceau réfracté qui correspondaoes couples de pixels ;
Pour chacune des marques, le point d’intersecteandioites obtenues pour chacune des
caméras correspond aux coordonnées spatiales marlgue dans le référentiel spatial
commun. Dans un plan horizontad, les deux marques doivent appartenir a un méme
cercle d’équation :

(x—-i)>+(z-j)* =16117 (V-30)
qui correspond a une section horizontale de lai plarcylindre externe. Les coordonnées
(x,2 des deux marques dans le repere spatial commumetient de déterminer les
valeurs dd etj qui sont les coordonnées de I'axe de symétrieadaive dans le repere
commun. Elles valent respectivement 186.4 mm 8t6lihm.

2.4 Algorithme de tri et de construction des trajec  toires

A ce stade, nous disposons pour chaque acquisiédnajectoire de deux fichiers txt (un par

cameéra) qui contiennent chacun un tableau ou chbgpe correspond a la positioRiel,
Ypixel) d'un candidat sélectionné dans une image acquigemps. Ce candidat peut étre ou
non la particule. Nous disposons également detifore Matlalf qui permettent de

déterminer pour tout poirpixel Ypixecam1 ou cam0bS€rvé dans une image, les coordonnées

dans le référentiel spatial commun du point sitda face interne de la cu¥yve inteme .1 ou 2
correspondant a ce couple de pixels ainsi queehtaition du faisceau lumineux réfracté
Vierractécuve_intemeou2 qUI part de ce point et qui traverse la cuve. KAisson prend pour les

deux images acquises au tenipdeux candidats (un dans chaque fichier txt), oarnao
déterminer la positiofix,y,z)de I'objet correspondant aux deux candidats dangférentiel
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spatial commun par le calcul de l'intersection diesix droites. Il faut donc résoudre le
systeme d’équations suivant ou les inconnuesxsgizt|, etl,

X= I:)X,cuve_interne_l + Vx,refracté_cuve_interne_lll - I:)X,cuve_interne_z + Vx,refracté_cuve_int erne_2|2
y - I:)Y,cuve_int erne_1 + Vy,refracté_cuve_int erne_lll - I:)Y,cuve_int erne_2 + Vy,refracté_cuve_interne_2|2 (V'31)
z=P. +V l, =P, +V I

Z,cuve_interne_1 zrefracté_cuve_interne_1'1 Z,cuve_interne_2 zrefracté_cuve_interne_2'2

Ce systeme d’équations a une solution pour autsntes deux droites ne soient pas gauches.

Dans les deux fichiers txt enregistrés pour chamagiisition de trajectoire, il y a en moyenne
140 candidats par pas de temps. Le but de I'dlgog de tri présenté ci-apres est d’identifier
le candidat qui correspond a la particule parmiles possibilités. Ce traitement est réalisé
en 5 étapes qui ont chacune pour but déliminermaximum de faux-candidats. Ces
traitements ont été réalisés dans I'environnemeatldt’. Les deux fichiers txt sont donc
ouverts dans Matldb et respectivement enregistrés dans des matfidkset M2 qui
contiennent chacune 3 colonngskixe, Ypixe) €t quelques dizaines de millions de lignes.

Etape 1 : Elimination des points fixes

Dans les fichiers txt, il y a des couples de pixglsapparaissent quasi a chaque pas de temps.
Ces couples correspondent dans les images a ume ddélements plus ou moins fixes
comme, par exemple, des petites inclusions dawerte de la cuve ou encore a des groupes
de pixels qui sont situés a la périphérie des grardnes noires apparaissant aprés seuillage
au niveau du mobile, de son axe et le long dedgdeola cuve (Figure V-7).

Les coordonnéesiel Ypixe) de ces points fixes peuvent étre identifiees eebasant sur le
fait que ces couples de coordonnées apparaissemalement souvent dans les matrivis

et M2. Les lignes correspondant a ces couples sonitersupprimées des matrichkl et

M2. Ce traitement diminue significativement le nomlbe candidats par pas de temps. |l
passe, en effet, en moyenne, de 140 a 1.5 avecanimumim d’une dizaine de candidats par
caméra pour un nombre limité de pas de temps.

Etape 2 : Mise en commun des deux matrices et élmtion des combinaisons improbables

A cette étape, on combine les informations enrgggstpar les deux caméras. En effet, si au
pas de tempt on a dans la matridd, les coordonnéesel Ypixe)cam1de 3 candidats et dans
la matriceM, les coordonnéesixel Ypixel)camz de 4 candidats, on devra créer 12 doublets
[(Xpixel Ypixecam1, (Xpixe YpixeDcamd-  Un seul d’entre eux correspond a la particu@n peut
cependant a cette étape éliminer les doubletssocolerdonnéegixel,cami€t Ypixel,cam2S0ONt tres
différentes (>300 pixels). En effet, les deux ceamésont plus ou moins réglées a la méme
hauteur (a 20 pixels prés, soit a peu pres 3.5 mmiftérence). Un doublet de candidats ou
le premier est situé dans le haut de I'image tangdis le second est situé dans le bas de
limage ne peut pas physiqguement correspondre aohbjet unique dans I'espace
tridimensionnel.
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Etape 3: Passage dans le repere tridimensionnel &imination des combinaisons
improbables

En utilisant les fonctions Matl&générées au Point 2.3, on peut transformer chaguielet
[(Xpier, Ypixel)caml, (Xpixely Ypixel)camj en un doublet FPcuve,interne,l Pcuve,interne,]Z et éliminer de
nouveau les doublets dont les coordoni&&sve inteme_ £t Py cuve_inteme_s0Nt trop différentes.

A cette étape, on peut étre plus strict sur ce&reriu’a I'étape précédente car on connait

I'orientation Vissractécuve intemetonz d€S droites qui partent de ces points. On sait dtans

quelle gamme de valeurs varie la coordonAgdes points situés le long des deux segments
de droite inscrits dans la cuve. Si les gammesatieurs obtenues ne coincident pas, ceci
indique que les deux segments de droite sont gawmngue les droites se couperont hors de
la cuve.

Etape 4 : Détermination des coordonnées (x,y,z) mhint P correspondant au doublet et
élimination des points situés hors de la cuve

A cette étape, on résout pour chaque doublet Eemgsd’Equations V-31 afin de déterminer
les coordonnéef,y,z)du pointP correspondant. Les candidats qui donnent des PBint
situés hors de la cuve sont éliminés.

Etape 5 : Identification du candidat correspondarit la particule et construction de la
trajectoire

A ce stade, il reste en moyenne 1.3 candidats aarde temps avec un maximum d’une
vingtaine de candidats pour quelques rares pasmpst Pour déterminer si un des candidats
est la particule, on va se baser sur des consioésatinématiques. En effet, la particule suit
I'écoulement local. Sa vitesse instantanée erdrex goas de temps doit donc étre comprise
dans une certaine gamme qui peut étre définie idel'des mesures P.1.V. réalisées au
Chapitre llI.

L’algorithme qui identifie la particule parmi leamdidats est en deux parties imbriquées I'une
dans l'autre. L’algorithme central repose suralié ue I'on connait la position de la particule
au tempst-12. On détermine sa position au tempst aux temps suivants sur base de
différentes stratégies qui sont explicitées ci-aprde probléeme est qu'au tempd (en
particulier au temp%) il est fort possible qu’'on ait plusieurs candglat.a question se pose
alors de savoir lequel correspond a la particllalgorithme « externe » permet de répondre
a cette question en appliquant I'algorithme cerdrtdus les candidats du temgs Sur base
des résultats obtenus, un choix est ensuite fait.

2 Dans les expressionsl, t+2...t+i, Iindicei fait référence non pas a un temps en secondesamai®mbre
d’images qui séparent les deux temps. Sachaah@egquiert une image tous les f/6@le secondes,

1 2 i
formellement il faudrait écriret; t+&s , t+&s, t+&s. Mais ceci alourdit fortement les notations.
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A) Algorithme central

Trois stratégies, plus une variante, sont utilis#sss I'algorithme central. Définissons trois
grandeurs k, r, wqui sont le nombre de pas de temps ({766e seconde) qui séparent le
temps ou la position de la particule a été idergifrespectivement pour la derniere fois,
'avant derniére fois, I'antépénultiéme fois pappart au tempsou on cherche a I'identifier.
1% stratégie : algorithme du plus proche voisigk<b, r>k+4

Cet algorithme est employé lorsgkest compris entre 1 et 5 et quest supérieur &+4.
Dans ce cas, on considére que l'on est dans latisituou la derniére position connue de la
particule est assez proche dans le temps de aglbm gente de déterminer (temps Par
contre, I'avant derniere position, atfortiori les précédentes, sont trop éloignées dans le
temps que pour fournir une information exploitakiens le calcul. Pour sélectionner le
candidat correspondant a la particule au tetnps a donc une seule information qui est la
derniere position connue de la particule au tetspsCependant, comme ces deux temps sont
tres proches, il est probable que la particulsaeoit pas déplacée trés loin et que les deux
positions correspondant au tentgsett soient tres proches aussi. On va donc sélectidaner
candidat au tempsqui est le plus proche de la derniere positionnaenau temps$-k pour
autant que la vitesse moyenne de la particule lEsd@ntre-k ett ne dépasse pas une vitesse
maximale estimée sur base des mesures P.l.V.ett®i condition n'est pas respectée, aucun
candidat n’est sélectionné au tempset l'algorithme est alors appliqué aux candidats
correspondant au tempsl.

2°™€ stratégie : algorithme du plus proche voisin papport & la position estimée de la

particule au tempk grace a une estimation de sa vitesse instantdis@&10, r<k+4 ,w>r+3

Cet algorithme est employé lorsgkiest compris entre 1 et 10 et quest compris entrie+1

etk+4 mais quev est supérieur &+3. Dans ce cas, on dispose donc la position darticule

aux tempg-k ett-r pour estimer sa position au tempsCes deux positions permettent de

calculer une vitesse moyenne de la particule dadempd-k ett-r et donc d’estimer la

position de la particule au temppar la formule :
R =PtV

t,estimé —

At (V-32)

estimé

ﬁ} et At =k (1/60).
(k —r)(@/60)

Parmi les candidats du temip®n sélectionne celui dont la position est la pueche de cette

position P esimg €t qui vérifie également les deux conditions swoiiga : la vitesse moyenne
calculée entré-k ett ne dépasse pas la vitesse maximale autoriséte etectliffere pas trop

non plus de la vitesse moyenne estimée enkeet t-r. Si ces conditions ne sont pas
respectées, aucun candidat n’est sélectionné gostieni’algorithme correspondant a cette

stratégie ou la®® stratégie est alors appliqué aux candidats qooretant au tempts-1.

estimé —

Avec v = (
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3°™M stratégie : algorithme du plus proche voisin papport & la position estimée de la
particule au temps grace a une estimation de sa vitesse instanetnée son accélération
moyenne: ¥k<10,r<k+4 ,w<r+3

Cet algorithme est employé lorsgkiest compris entre 1 et 10 et quest compris entrie+1

et k+4 et quew est compris entre+l et r+3. Dans ce cas, on dispose de la position de la
particule aux tempsk, t-r ett-w pour estimer la position de la particule au temp8es trois
positions permettent de calculer deux vitesses mm&entre les tempk ett-r et les temps

t-r ett-w et donc d’estimer une accélération moyenne earéemps-k ett-r. La position

de la particule au tempgeut donc étre estimée d’'une maniere un peu plasgar rapport a

la stratégie précédente, en appliquant la formule :

1
I:)t,es.timé = Pt—k + Ves.tim(.At + E aestimﬁt ? (V-33)

( Pac~ R H R =Puu j
P —P, J’At:kamo)eta | U(k-r)@e0) ) \ (r —w)@/60)

(k=1 )(1/60) estimé (k-1 )(1/60)

estimé —

Avecv = (

Parmi les candidats du temip®n sélectionne celui dont la position est la piteche de cette
position P esimg€t qui Vérifie de nouveau les deux conditionsssauritesse moyenne. Si ces
conditions ne sont pas respectées, aucun candettsglectionné au temps L'algorithme
correspondant a cette stratégie, {4°atratégie ou la*F stratégie sont alors appliqués aux
candidats correspondant au tenb.

La variante des 3 stratégies

Dans le cas particulier diest compris entre 2 et 5 et que I'on trouve urreespondance au
tempst, on interpole linéairement la position de la mate aux temps compris entrd ett
sur base des positions connues a ces deux temps.

Notons que les limites sur les valeurskde etw qui définissent quel algorithme est appliqué
ont été choisies en se basant sur un certain ha @mnaissant une approximation de la
vitesse maximale de la particule dans la cuve eicda distance maximale qu’elle peut

parcourir pour chaque intervalle de temps.

B) Algorithme externe

Cet algorithme sert a identifier la particule pates candidats au tempsmais également a
tous les temps ou on est sorti des conditions $rr etw de I'algorithme central au temps
t-1. Pour identifier, parmi ces candidats, lequetrespond a la particule, on applique
I'algorithme central a chacun d’eux jusqu’a ce qufmisse par sortir des conditions sy

etw. On analyse ensuite le nombre de correspondartesues pour chaque candidat. On
fait le postulat que celui pour lequel on obtienfplus grand nombre de correspondances et
donc la plus longue trajectoire doit étre la patdc Pour éliminer les situations ou la
particule ne serait aucun des candidats du temps impose que le nombre minimal de
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correspondances soit égal a 10. Si ce nombre atesnt pour aucun des candidats du temps
t, on applique l'algorithme externe a tous les cdaidi du tempst1.

3 Caractérisation des trajectoires obtenues

Cette section a pour but de présenter les carsitres intrinseques des trajectoires
obtenues. Deux trajectoires ont été mesuréesleanobile TTP 125, a sa vitesse de rotation
N;s (50 rpm) et a N;s. Une trajectoire a été mesuree avec le mobild&Ea sa vitesse de
rotationN;s (20 rpm). Les durées totales d’acquisition sespectivement de 42 h, 20 h et 12
h. Ces temps totaux résultent chacun de I'adddemplusieurs acquisitions de 1 a 2 h, car le
temps d’'une acquisition est limité par la taillexinaale des fichiers txt pouvant étre traités
aisément dans Matbab®.

3.1 Structure des trajectoires

Il est assez difficile de représenter de maniégecin objet 3D comme une trajectoire sur un
support 2D. En effet, aussi bien les représemsatimus forme de graphique 3D que les tracés
bidimensionnels dans les plarg xz zy, ressemblent & des « magmas » de points dont les
caractéristiques sont difficilement observableg\iFé V-26).

Figure V-26 : Représentation 3D et projection dales plans xy, yz, xz de la trajectoire obtenue pam42 h
lorsque le mobile TTP 125 mélange le contenu delae avec une vitesse de rotation égale;a(dbit 50 rpm)
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Ces caractéristiques sont plus facilement misedvatence si on coupe la longue trajectoire
qui correspond a plusieurs heures d’acquisitionfregments de quelques minutes et qu’'on
analyse la structure de ces différents fragmentgi(€ V-27). Dans ce but, des vidéos ont été
élaborées dans I'environnement MaflabCes vidéos montrent la construction progressive
des fragments de la longue trajectoire.

Ces vidéos montrent qu’on retrouve globalementrlactire de I'écoulement moyen mesurée
par 3D P.LV. (Chapitre 1ll). En effet, dans ldsnsxy et zy, les fragments de trajectoires
forment des boucles axiales autour du mobile et darplanxz les fragments forment des
structures qui tournent autour de I'axe de romatiin mobile dans le méme sens que ce
dernier. La nature « aléatoire » de I'écoulemembulent est également visible : aucun
fragment n’est identique a un fragment précédén. constate par contre que ces morceaux
de trajectoire sont relativement peu tortueux, ae sgmble indiquer que la particule suit
préférentiellement les grandes structures de écoent au détriment des plus petites.
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Figure V-27 : Représentation 3D et projection dales plans xy, yz, xz d’un fragment de la trajectoi
obtenue pendant 42 h lorsque le mobile TTP 125 méla le contenu de la cuve avec une vitesse deiatat
égale a N (soit 50 rpm). La durée correspondant a ce fragrhest de 83 s.

La Figure V-26, la Figure V-27, ainsi que leséod montrent qu’avec la version actuelle du
dispositif, il n'a pas été possible d’obtenir urgjectoire continue car la particule n’a pas pu
étre identifiee a tous les pas de temps. Les madethps manquants correspondent
principalement a deux situations :
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La particule est devant ou derriere le mobile @xd’ d’agitation par rapport a une des
deux caméras. Elle ne peut donc pas étre identifins les images correspondant a cette
caméra et sa position 3D ne peut pas étre déteemibés zones géométriques de la cuve
dans laquelle cette situation est rencontrée formea espéce de croix (Figure V-26) dont
le volume correspond a environ 14 % du volume dmilee pour le mobile TTP 125 et 38
% pour le mobile EE 150. Ce pourcentage est netteplus élevé pour le mobile EE 150
car il possede un volume et une surface projetéement supérieurs a ceux du mobile
TTP 125.

By
by

=l
N
-

| )

Figure V-28 : Passage d'un systéeme de coordonnégtésiennes a un systéeme de coordonnées cylindsque
dont I'origine est située sur I'axe de rotation duobile. Découpe de la cuve en quatre quartiersacdérisés

chacun par une gamme de valeurs de I'angle téta.

Lorsque la particule se trouve dans certaines zaoleeta cuve, le logiciel d’analyse
d'images en ligne n'est pas toujours capable ddél@cter. Si on divise la cuve en
guartiers comme indiqué dans la Figure V-28, ort fmaaliser ces zones problématiques
dans le quartn/2<8<n et dans une partie du quattn<8<-n ./2Bien que
difficilement prévisiblesa priori, les raisons de ce probléeme sont multiples.
Premiérement, le quart/2< 8 < n est la zone de la cuve ou la densité luminessée
plus intense, car elle est la plus proche des lugtkl 1l en résulte que, dans cette zone,
la particule apparait sur les images avec un nidEgris plus clair que lorsqu’elle est
ailleurs dans la cuve. Dans certaines imagesjveaum de gris devient inférieur au seuil
de binarisation choisi lors de I'analyse en lighe particule est alors assimilée a du bruit
et n’est donc pas détectée. Afin de remédier grableme, le seuil de binarisation a été
modifié et 'homogénéité de I'éclairage de la cuvesté améliorée, grace a und'3
backlight placée face au coin de I'aquarium oppaseelui des deux autres backlights
(Figure V-28). Ces adaptations n'ont cependantpaamis d’éliminer complétement le
probleme. En effet, si le niveau du seuil de hgsion est modifié pour sélectionner des
objets moins contrastés par rapport au liquidetaoers zones peu éclairées comme le
fond de la cuve sont entierement sélectionnéeglwia binarisation. Lorsque la particule
se trouve dans cette zone, elle ne peut donc pasdéntifice. Nous avons donc préféré
perdre la particule pour un nombre limité de pasedeps dans le quart/2<8<n, que
de la perdre systématiquement dans la zone comdapbau fond de la cuve.

Une seconde raison du probléme, qui permettrakpliguer la perte de la particule dans
le quart—-n<68<-n /2a certains pas de temps, est un dysfonctionneawentveau de
'acquisition et du traitement en ligne des imagesla caméra 1. En effet, dans les
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fichiers txt bruts des deux caméras, la somme ds tes pas de temps enregistrés

correspond bien a la durée d’acquisition. Apréasiéhtion des points fixes, I&tio entre

le nombre de pas enregistrés et la durée d’acmuisgasse a 85 % dans les fichiers

relatifs a la caméra 2 et a seulement 65 % poufideeers relatifs a la caméra 1. Cette

différence de résultats est difficilement explielolr les parametres d’acquisition des

deux cameéras ont été fixés a des valeurs similaires
Faisons le bilan sur ce qui est mesuré et ce qul'as¢ pas. La fraction du temps
d’acquisition ou la particule est effectivementedd¢e est égale a environ 55 % pour le
mobile TTP 125 et & 41 % pour le mobile EE 150.s beorceaux de trajectoire mesurés
correspondent en moyenne a 83 (70) pas de tempessifs pour le mobile TTP 125 (EE
150) avec une durée maximale correspondant a I78I) pas de temps. Les intervalles de
temps ou la particule n'est pas détectée entrentmeeaux de trajectoire comptent en
moyenne 70 (100) pas de temps successifs pourbdeniolrP 125 (EE 150), avec une durée
maximale de 1978 (1568) pas de temps.

Ce caractere discontinu des trajectoires est pgetlsment problématique car il correspond a
une perte d’'une partie de I'information. A conalitid’en tenir compte, il n'empéche toutefois
pas une analyse quantitative des trajectoires rdesur

3.2 Isoprobabilité de présence et symétrie

Les zones ou on perd la particule sont essentieliégoncentrées dans une moitié de la cuve.
Si on peut faire I'hypothése que I'état de macr@mgé de la cuve est le mélange parfait,
alors les mesures réalisées dans une moitié desewgat représentatives de I'ensemble de la
cuve.

Le but de la présente section est de vérifier detothése. Les mesures P.L.V. et P.L.L.F.

n‘'ont mis en évidence aucune irrégularité majeuwte, type zone morte, au sein de

I'écoulement dans la cuve et I'écoulement dans Uaecest donc régulier. Pour étre

caractérisé de « macromeélange parfait », I'écouléna@l sein de la cuve doit en outre

présenter les deux caractéristiques suivantese(ihux, 1993) :

* Chaque élément de fluide doit avoir visité I'ensémdu volume de la cuve au bout d’'un
temps infini ;

* Un élément de fluide a la méme probabilité de présalans toutes les zones de la cuve.
On parle donc d’isoprobabilité de présence. Des la probabilité de trouver la particule
dans une zone quelconque de la cuve est égal@paortntre le volume de cette zone et
le volume total de la cuve.

La premiere condition est difficile & verifier dartemps d’acquisition total n’est pas infini. I
vaut respectivement 42 h, 20 h et 12 h dans leés tmnditions étudiées dans ce travail.
Cependant, lorsque I'on observe qualitativementiggctoires mesurées, on observe qu’en
termes d’espace, la particule visite assez rapidenoaites les zones de la cuve. Deés les
premieéres mesures, l'enchevétrement des trajestoimnduit a une structure
tridimensionnelle qui s’étend dans toute la cule. vide contenu dans la structure se réduit
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au fur a mesure que le temps d'acquisition totg@naente. La premiere condition semble
donc vérifiée.

350 350

300 300
250 250
20 200

150 180
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& 10 18 20 20 30 30 0 E R 250 =0 0 [ s im0 180 20 280 a0 3 [ 50 10 10 200 280 300 30

Figure V-29 : Evolution du volume de la cuve visipar la particule avec la durée d’acquisition. Léigures
correspondent de gauche a droite a une durée damif, 30 min, 2 h et 10 h.

Les trajectoires mesurées n’étant pas continua&st théoriguement pas possible de prouver
l'isoprobabilité de présence dans I'ensemble dwmwa de la cuve a cause des données
perdues. Cependant, certaines zones de la cuMdesgravoir été épargnées par cette perte
de données. L’hypothése d’isoprobabilité de présesera donc testée dans ces zones. La
zone choisie représente 5% du volume total de ls.cuElle posséde les coordonnées
-2n16<6<-nl6, 0<r <T /2, 220< y <390, dans le repére spatial cylindrique fixé sur
I'axe de rotation du mobile (Figure V-30). Ce syst d’axe a son origine située a la méme
hauteur que celle du repere spatial commun (Figt28). L'isoprobabilité sera vérifiée si la
particule passe dans cette zone un temps de géfalicumulé égale a 5 % du temps total
d’acquisition. Pour calculer ce temps de séjotaltoumulé, les pas de temps ou la particule
rentre dans la zone ainsi que ceux ou elle erssattidentifiés. La différence entre le pas de
temps de sortie et le pas de temps d’entrée camespu temps de séjour relatif a chaque
visite. La somme de ces temps de séjour corresportdmps de séjour total cumulé. Pour
les 3 conditions testées, les valeurs obtenuesrespéctivement égales a 5.2 %; 4.8 % et 4.7
%. Ces valeurs trés proches de 5%, prouvent Fdmbilité de présence dans ce volume.

A

w

Figure V-30 : Zone géométrique de la cuve ou estlée I'isoprobabilité de présence de la particule.

L’isoprobabilité dans les directions «radiale » «eaxiale » a également été vérifiee en
comparant les temps de séjour cumulés dans des denméme volume situées a différentes
distances de l'axe et a différentes hauteurs dapsve. Les résultats présentés sur la Figure
V-31 ont été obtenus en divisant la zone illusgéela Figure V-30 en 5 volumes égaux, soit
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sur sa hauteur (Figure V-31, gauche), soit surragan (Figure V-31, droite). Des temps de
séjour totaux cumulés de I'ordre de 1 % sont bieseovés.
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Figure V-31 : Evolution de I'isoprobabilité de présce selon la hauteur de la cuve (gauche) et soyora
(droit) pour les trois conditions d’acquisition.

En faisant 'hypothése d’isoprobabilité de présedans 'ensemble du volume de la cuve, il
est possible d’évaluer la quantité d’informatiomsdque dans chaque zone de la cuve, suite a
la non détection de la particule. Le nombre dedeatemps ou la particule est identifiée dans
chaque quart de la cuve (Figure V-28) peut étrgooep au temps total d’acquisition et
compareé au résultat théorique, égal a 25 %. Ladteds de ce calcul sont présentés dans le
Tableau V-3. Les valeurs les plus proches de 2&oft obtenues dans les quarts de cuve
0<6<nl2et-n/2<6< 0. Sion tient compte du fait que le volume cuntdé zones ou

la particule est pour au moins une des deux canuénaent ou derrieére le mobile ou son axe,
est égal a 14 % (3.5 % par quart de cuve) du voldenka cuve pour le mobile TTP 125 et a
38 % (9.5 % par quart de cuve) pour le mobile E&, I constate qu’aucune information
supplémentaire n’est perdue dans ces deux quartshae Dans les deux autres quarts de
cuve, par contre, la quantité d’informations perdsenettement plus grande.

L’information mesurée par trajectographie dans desix quarts de cuv®<8<n /2t
-nl2<6<0 est donc fiable. Vu la symétrie de la cuve, outeipposer que l'information
collectée dans cette moitié de cuve est représemtdé¢ ce qui aurait été mesuré dans l'autre
moitié de cuve. La suite des résultats préseratgs dette these est basée sur cette hypothése,
'ensemble des calculs étant réalisé sur base @ssings obtenues dans les deux quarts de
cuve correspondante<c d<n /& -n/2<6<0.

Tableau V-3 : Pourcentage du temps total ou la peute est identifiée dans chaque quart de cuve.

% du temps total ou la particule est dans le qimduve :
0<6<nl2 nl2<@<n -nl2<6<0 -n<6<-nl2
TTP 125, Njs 17.7 8.1 22.1 12.3
TTP 125, 2 Njs 16.3 4.6 20.6 8.6
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L’isoprobabilité de présence de la particule dangds les zones de la cuve pourrait laisser
penser que les mesures de trajectographie ne asnragiment utiles. En effet, connaissant la
fraction du volume de la cuve occupée par la zoabl@matique, il est possible de calculer le
temps cumulé total que chaque microporteurs et doaque cellule passe dans cette zone en
multipliant le temps total de culture par la fractide volume problématique. Ce temps
cumulé n’est cependant pas suffisant pour quantfienplétement I'impact du cisaillement
sur le développement cellulaire. En effet, deutremugrandeurs sont particulierement
importantes pour quantifier cet effet. Ce sorfréguence a laquelle la cellule est soumise a
des conditions défavorables et le temps qu’ellsg@dans ces conditions a chaque exposition.
Or ces deux grandeurs varient d’'une zone a 'algria cuve. Au sein de chaque zone, elles
ne sont pas caractérisées par une valeur uniglaeditribution de ces valeurs ne peut étre
établie qu’a partir des mesures lagrangiennes.

En fait, le temps de séjour dans une zone, la &écgl de visite et
le temps de séjour total cumulé dans cette zonetsns grandeurs
lites entre-elles et liées a une quatrieme quilestiébit net
instantané de fluide dans cette zone. Pitiot (199@pose
'exemple simplifié suivant pour illustrer le lieentre ces quatre
grandeurs. Imaginons un dispositif contenant deores de
volumes égauy/, parcourues chacune par des débits volumiqt et
trés différentsg et g’ (Figure V-32). La fréquence a laquelle un Figure V-32 : Modele
élément de fluide visite I'une ou l'autre est fdoot du débit —Simplifié a deux zones

. . . .. présenté par Pitiot (1999).
volumique dans chaque zone. Cette fréquence de,\gsii peut
étre également percue comme la probabilité quartidcple entre dans l'une ou l'autre zone,
peut se calculer par :

V|S|te a (V-34)

q
(zond) = (zone) = .
q+q q+q

VISIte

Le temps de séjour a chaque visite est fonctiodéhit volumique et du volume de la zone.
Il sS’estime par :

t.(zond =Y t.(zon& :!. (V-35)
q q

Le temps de séjour total cumulé est égal au pratkula fréquence de visite par le temps de
séjour a chaque visite. Ainsi :

(20n@) = fgt, =—0— =T, e ZON) (v-36)

q+q

s cumulé

Il a donc compensation entre fréquence de visitereps de séjour a chaque visite dans le cas
d’'un écoulement au sein d’'une cuve parfaitementangde ; ce qui explique la condition
d’isoprobabilité de présence. Ainsi, un élémentigide passera frequemment dans une zone
a haut débit mais y restera un temps de séjourqaud a chaque visite. Il passera moins
frequemment dans une zone a faible débit mais tereesin temps de séjour plus long a
chaque visite. Notons encore, que contrairemdigxample donné ci-dessus, le débit net
instantané fluctue avec le temps dans toutes lesszd’'une cuve au sein de laquelle regne un
ecoulement turbulent. C’est pourquoi le temps éd@w et la fréequence de visite dans
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chacune des zones ne sont pas caractérisés pavaleme unique mais plutét par une
distribution de valeurs.

3.3 Validation et convergence

Pour valider les trajectoires obtenues, compareasal des mesures qui sont disponibles, a
savoir les champs de vitesse moyens et turbuleasuirdés par 3D P.1.V.. Pour prouver que

les temps d’acquisition sont suffisamment longshimams que les résultats mesurés ont
convergés vers des valeurs constantes.

Le calcul des champs de vitesse moyens, du chanfigrdergie cinétique turbulent et des
champs des moyennes quadratiques des fluctuatongasse a été réalisé en appliquant la
méthodologie suivante :

» La vitesse instantanée de la particule est cal@ujgartir de ses positions successives dans
la moitié de la cuve correspondant-an/2<6<n/2 (Figure V-28). Ce calcul est
réalisé dans le repére spatial cylindriqgue asstixe de rotation du mobile ;

» Tout comme lors de I'analyse des mesures P.l.Vdami-plan axial de la cuve est maillé
en utilisant des éléments carrés de 2 mm de cote ;

* Les vitesses instantanées obtenues dans une deenisomt ensuite projetées dans ce
demi-plan axial en identifiant le carré du maillagequel est associé chaque valeur
mesurée de la vitesse instantanée de la particule ;

* A partir de ces vitesses instantanées, une vit@ssenne peut étre calculée dans chaque
carré du maillage ;

» Cette vitesse moyenne est ensuite soustraite dearsanstantanées, afin d’obtenir les
valeurs des fluctuations de vitesse dans chaquee cdu maillage. La moyenne
quadratique de ces grandeurs peut ensuite étmméestainsi que I'énergie cinétique
turbulente.

Les résultats obtenus pour les trois conditiondiéas dans ce travail sont présentés dans les
Figures V-33 a V-35. De maniere générale, lexiras d’écoulement déduites des résultats
de trajectographie sont similaires a celles isslessmesures 3D P.I1.V.. Cette similarité est
confirmée lorsque I'on compare les profils axiawes dlifférents champs obtenus par 3D-
P.L.V. avec ceux obtenus par trajectographie. Rigares V-36 a V-41 montrent qu’un trés
bon accord est observé entre les profils axiauxadeorme de la vitesse moyenne et de
I'énergie cinétique turbulente. Un accord siméaipeut étre observé au niveau des
composantes axiales, radiales et tangentielles desnps moyens et des moyennes
quadratiques des composantes correspondantes dep<tluctuants. Ce résultat permet
donc de valider les trajectoires mesurées parct@geaphie optique.
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Figure V-33 : Champ moyen de vitesse et champ di§recinétique turbulente obtenus a partir de 42 h
d’acquisition d’une trajectoire mesurée lorsque heobile TTP 125 tourne a la vitesse de rotatiog N
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Figure V-34 : Champ moyen de vitesse et champ di§recinétique turbulente obtenus a partir de 20 h
d’acquisition d’une trajectoire mesurée lorsque heobile TTP 125 tourne a la vitesse de rotation 2 N
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Figure V-35 : Champ moyen de vitesse et champ di§recinétique turbulente obtenus a partir de 12 h
d’acquisition d’une trajectoire mesurée lorsque meobile EE 150 tourne a la vitesse de rotatiop.N
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Figure V-36 : Comparaison des profils axiaux du chigp moyen de vitesse estimé par trajectographieu(oéd
mesuré par 3D P.1.V(rouge). Ces résultats sont relatifs a la trajeite de 42 h acquise lorsque le mobile
TTP 125 tourne a la vitesse de rotatiorsN
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Figure V-37 : Comparaison des profils axiaux du chrp d’énergie cinétique turbulente estimé par
trajectographie (bleu) et mesuré par 3D P.1.V. (rge). Ces résultats sont relatifs & la trajectode 42 h
acquise lorsque le mobile TTP 125 tourne a la vitesle rotation .
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Figure V-38 : Comparaison des profils axiaux du chigp moyen devitesseestimé par trajectographie (bleu) et
mesuré par 3D P.1.V(rouge). Ces résultats sont relatifs a la trajeite de 20 h acquise lorsque le mobile
TTP 125 tourne a la vitesse de rotation 2.N

400 . 400 . 400 400 400 .
trajectographie
3DPIY

350 B 350 B 350 B B 350 H B B

300 B 300 B 300 B B 300 - B B

250 | N 250 {] N 250 B 250 |- B N
£ £ £ £ £ £

£ £ £ £ £ £

o ==} ==} o o o

& B B 2 & =

I i [y i il T

£ € € € 15 =

£ £ £ £ £ £

= am L - T m - T m 4 = 4 T oaomf 4 = B

===

150 - 150 - 150 H 4 150 |- 4 -
100 B 100 B 100 K B B 100 F B 100 | B
50 1 50 1 50 50 L 50 L 50 1
o 00l 002 0 002 004 i 0.05 0 oo 002 o ool 0oz 0 0005 001
k(s k(s k(s k (s k (s k(s

Figure V-39 : Comparaison des profils axiaux du chgp d’énergie cinétique turbulente estimé par
trajectographie (bleu) et mesuré par 3D P.L.{fouge). Ces résultats sont relatifs a la trajece de 20 h
acquise lorsque le mobile TTP 125 tourne & la vilesle rotation 2
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Figure V-40 : Comparaison des profils axiaux du chigp moyen devitesseestimé par trajectographie (bleu) et
mesuré par 3D P.1.V(rouge). Ces résultats sont relatifs a la trajeite de 12 h acquise lorsque le mobile EE
150 tourne a la vitesse de rotationsN
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Figure V-41 : Comparaison des profils axiaux du chrp d’énergie cinétique turbulente estimé par
trajectographie (bleu) et mesuré par 3D P.L.\{fouge). Ces résultats sont relatifs a la trajetce de 12 h
acquise lorsque le mobile EE 150 tourne & la viteske rotation .
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Sur les Figures V-36 a V-41, les profils obtenysaétir des trajectoires sont plus bruités que
ceux obtenus par 3D P.L.V.. Ce résultat sembliglmgau vu des principes de base de chaque
technique. En effet, d’'un c6té, la particule sék en trajectographie est grosse (491 pum)
alors que celles utilisées en 3D P.1.V. sont tetggs (~20 um). Iy a une seule particule en
trajectographie par pas de temps contre au moxgatticules dans chaque carré du maillage
en 3D P.LV.. La statistique relative a chaquenpdu profil est donc nettement meilleure
pour les mesures 3D P.L.V. que pour les grandegdsiitts des mesures de trajectographie.
La statistique relative aux grandeurs mesureedragctographie pourrait étre améliorée en
augmentant le nombre de données enregistrées etl@d@mps total d’acquisition. Plus ce
dernier sera élevé et plus les résultats qui cooredent a des moyennes convergeront vers
des valeurs constantes.

Il est par ailleurs possible de vérifier si les psmtotaux d’acquisition utilisés sont
suffisamment longs que pour obtenir des résultatvergés. Pour réaliser cette étude, sept
carrés du maillage, répartis dans l'ensemble du iqéan axial (Figure V-42) et
correspondant a des situations bien différentesgpgoort a la structure de I'écoulement (jet a
la sortie des pales, centre de boucle de reciionlat.) ont été sélectionnés. Pour chaque

carré du maillage, I'évolution des grandeurs hygnasniques (u,,u,,u, ,,/u; +u; +uz,

\/E, \/E \/u7§ k = 05(u"; +u +u'?)) avec le temps d’acquisition est analysée. Les
résultats sont présentés dans les Figures V-43a. M-'encadré supérieur droit dans chacune
de ces figures (nombre d’événements) montre égalehéxolution du nombre de données
traitées dans le carré du maillage en fonctioneataps d’acquisition. Deux informations
intéressantes peuvent étre tirées de ces graphifuemiérement, la convergence d’'une
grandeur hydrodynamique donnée n’est pas atteinte *
au méme moment dans toutes les zones de la cuve .
(dans tous les carrés sélectionnés). C’est d(aiau f = (18:360)
gue le nombre de données collectées aprés un méme
temps d’acquisition dépend du carré considérénsDa »
les carrés ou beaucoup de données sont rapidement 07
collectées, les grandeurs hydrodynamiques calculées -
convergeront plus rapidement. Il s’agit des carrés
correspondant aux couleurs jaune, bleu ciel, nbir e =
vert, qui sont situés dans la boucle de recircafati
suwpérieure du fluide et dans le jet a la sortie ddep
Notons que le fait qu’on n’obtienne pas le méme
nombre de données dans chaque carré aprés un temps | s.102)
donné d’acquisition ne va pas a l'encontre de la
condition d’isoprobabilité de présence. En effietns
'espace 3D, les volumes qui correspondent aux,FigWre V,'42 : Po?itio.ns des 7 carres

) . sélectionnés pour étudier la convergence
carrés du maillage ne sont pas de tailles égabes C des résultats. Les couleurs font référence
proche de I'axe du mobile sont plus petits que celx couleurs employées dans les figures ci-
proches de la paroi de la cuve. dessous.

=]

i}
=

(32:192)

I I 1 I I 1 I
o 20 40 B0 80 o0 120 140 160
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Figure V-43 : Evolution avec le temps d’acquisitiates valeurs des grandeurs hydrodynamiques dans 7
carrés du maillage. Les grandeurs sont calculéegaitir de la trajectoire de 42 h acquise lorsquerhobile
TTP 125 tourne a la vitesse de rotatiorns N
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Figure V-44 : Evolution avec le temps d’acquisitiates valeurs des grandeurs hydrodynamiques dans 7
carrés du maillage. Les grandeurs sont calculéegaitir de la trajectoire de 20 h acquise lorsgleemobile
TTP 125 tourne & la vitesse de rotation 2 N
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Figure V-45 : Evolution avec le temps d’acquisitiates valeurs des grandeurs hydrodynamiques dans 7
carrés du maillage. Les grandeurs sont calculéeggaitir de la trajectoire de 12 h acquise lorsqueerhobile
EE 150 tourne & la vitesse de rotationsN

La deuxiéme information est le temps total d’acitjois nécessaire. La Figure V-43 semble
montrer qu’un temps total d’acquisition de 42 ht saiffisant pour obtenir des grandeurs
hydrodynamiques convergées dans une grande partigabulement lorsque la cuve est
melangée par le mobile TTP 125 a la vitesse ddioatdlis. Suite & ce premier résultat, il
avait été initialement décidé d’acquérir des trajees pendant 42 h pour les deux autres
conditions. Les temps totaux d’acquisition cormslant a ces deux conditions ont été
raccourcis (20 h et 12 h) a cause de problémegiegrtaux imprévus. Pour les acquisitions
faites avec le mobile TTP 125 a la vitesse de imta N, il est apparu apres analyse que la
particule s’était coincée dans linterstice entee paroi et une des contre-pales pendant
approximativement 22 h d’acquisition. Ces 22 trqlasition ont donc da étre éliminées des
résultats. Le temps total d’acquisition, lorsqaeclive est agitée avec le mobile EE 150, a
quant & lui été limité a 12 h d’acquisition carcckeméra 1 est tombée en panne. Remplacer
cette caméra par |&" caméra non utilisée aurait nécessité de recomménate la phase de
réglage, ce qui représente 2 a 3 semaines deltreg@ajui n’était plus envisageable dans le
cadre de ce travail de thése. Bien que les teri@ugjuisition relatifs a ces deux conditions
soient nettement plus courts, les profils présestiédes Figures V-41 et V-42 montrent que
les résultats obtenus sont proches de la convezgenc
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4 Conclusion

Dans ce chapitre, nous avons décrit 'appareiraedtographie que nous avons congu et mis
au point. En particulier, nous avons mis en éweéeles solutions qui ont été apportées aux
différents problemes rencontrés. Les étapes eé&®grocessus ont éteé :

» Le choix des appareils qui constituent le dispbsiti

» La fabrication de la particule de traceur et la déstration de ses capacités a suivre
I'écoulement ;

* La modélisation de I'ensemble du dispositif afin gleuvoir repositionner la particule
lorsque ses positions dans les deux images acqasdss caméras sont connues ;

* Une gestion raisonnée de la grande quantité dhimdtions présente dans chaque image
acquise par chague caméra, grace au développement labiciel qui conserve
sélectivement I'information souhaitée ;

« Le développement d'un code Matfapermettant d'identifier & chaque pas de temps la
particule parmi les informations enregistrées dérconstruire sa trajectoire pas a pas.

Les trajectoires acquises dans trois conditiorféraites ont ensuite été caractérisées. Il a été
observé gu’elles rendent bien compte de la stractie I'écoulement moyen et turbulent
présent au sein de la cuve. La validité et la eagence des résultats obtenus par
trajectographie ont pu également étre déemontréesmparant les champs de vitesse calculés
a partir des trajectoires avec ceux mesurées paP.3b.. Ces résultats permettent donc de
dire que le dispositif de trajectographie élab@topérationnel et fonctionnel.

Le défaut du dispositif dans sa version actuelle qgsil ne permet pas d’obtenir des
trajectoires continues, car la particule n'est gégectée pour certains pas de temps. Pour
régler ce probleme, des adaptations du dispositif sécessaires. Le logiciel de traitement en
ligne devrait par exemple étre modifié pour permeate tenir compte de l'intensité lumineuse
locale dans le choix du seuil de binarisation. tilisation de plus de deux caméras
permettrait de réduire les zones ou la particule@shée derriére un objet ou simplement non
détectée par une caméra. Ces adaptations nénessittemps de développement qui n’était
plus compatible avec I'agenda de cette thése.s Beont donc menées apres celle-ci.

Cependant, les discontinuités dans les trajectaitesurées n’empéchent pas une analyse
guantitative de ces derniéres car l'informationuasg dans une moitié de cuve est quasi-
compléte. Ainsi, il sera possible de coupler lgsrmations eulériennes issues des mesures
3D P.LV. aux informations lagrangiennes issuesrdesures de trajectographie afin de tenter
de caractériser le lien existant entre les comtid’agitation du bioréacteur d’'un part et
I'environnement physico-chimique percu par les wei animales fixées sur les
microporteurs d’autre part. C’est a quoi est corésée chapitre suivant.
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Liste des symboles

EE 150
TTP 125

Fi2

U U S

aq
I:)caml,camz

I:)capteur

P4

IDplan

Q Q

R
I:\)caml_camz

Rplan

Vi,V,

Vincident refracté

- - -

X, ¥z

Cx
(cckca)
dp

f

fx, Ty
fvisite

g

k

k, ko, ks, ks

Mobile axial de modéle « Elephant Ear »plon) diamétre d=150 mm
Mobile axial de modéle TTP (Mixel) et dardétre d=125 mm

Point focal des caméras 1 et 2 qui est égalenmigihe du repére spatial qui
leur est associé.

Vecteur directeur indiquant I'orientation de lamale

PointP de coordonnéd¥,Y,Z)dans le repére spatial commun

Point appartenant a une des deux faces extern&gdarium faisant face aux
caméras et de coordonné@&q 12, Yaq 12, Zaq 1 ;9 dans le repére spatial
commun.

Méme point appartenant a une des deux faces estdméaquarium faisant
face aux caméras mais dont les coordon¥gs, 1.2 Ycam 1,2, Zcam 1 2 Sont
exprimées dans le repere associé a la caméra.

Projection du poinP,q sur le capteur de la caméra dans le cas d’undléenti
parfaite. Ses coordonnées sPQtpreur, Yeapteurf) dans le repere de la caméra.

Projection déformée du poiftg sur le capteur de la caméra dans le cas ou sa

lentille introduit des déformations.

Point appartenant au plan de la mire lors de &éstcalibration. Ses
coordonneées solKpian, Yplan, Zolan) dans le repére spatial associe a la mire.
Matrice de rotation autour des axest y du repére spatial commun.

Matrice de rotation permettant de passer d’'unreeppatial a I'autre

Matrice de rotation permettant d’aligner les axeseapéere associé a la caméra
1 & ceux associés a la caméra 2.

Matrice de rotation permettant d’'aligner les agasrepére associé a la mire
collée sur la face de I'aquarium a ceux du reperadameéra 2

Vecteurs directeurs donnant I'orientation desciedsix lumineux
Vecteur directeur du rayon incident (réfracté)slis lois de Snell Descartes.
Vecteurs directeurs donnant I'orientation des alessrepéres spatiaux

Coefficient de trainée de la particule de traceur [-]
Position du point principal dans le repéere dediga [pixel]
Diametre de la particule de traceur [m]
Distance focale des caméras [m]
Correspond auatio f/m, etf/m, [pixel]
Fréquence de visite d'une zone []
Accélération de la pesanteur [ffls
Energie cinétique turbulente [mé]s

Coefficient du modeéle décrivant les distorsionsadtiites
par la lentille []
parameétres des équations paramétriques des droites  [-]
Facteur de conversion entre les unités métriquies et

unités pixel.

locale a I'interface entre deux matériaux [-]
Indice de réfraction des substances constituariefface. [-]
Vitesse de rotation du mobile
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st

Re
(r.6.y)

St
T

Torigine

Tcaml_camz

Tplan

Ts, cumulé

t
ts

u

5

Viim

(Xa,Ya)
(Xn'Yn)
(Xpixels Ypixels)

XY, Z

(Xaq 1,2,Yaq 1,2,Zaq 1 3

Vitesse de rotation minimale de maintien en suspans
compléte des microporteurs

Nombre de Reynolds de la particule

Coordonnées cylindriques du repéere spatial placéaxe

de symétrie de la cuve.

Nombre de Stokes de la particule

Vecteur de translation permettant de passer d'péree
spatial a l'autre

Vecteur de translation exprimant la position dei¢jime
du repere associé a la mire collée sur la fac&adadrium
dans le repere spatial commun.

Vecteur de translation exprimant la position duerep
associé a la caméra 1 dans le repére associ@méxa 2.
Vecteur de translation exprimant la position dei¢jime
du repere associé a la mire collée sur la fac&adadrium
dans le repere de la caméra 2

Temps de séjour total cumulé dans une zone devia cu
Temps

Temps de séjour dans une zone de la cuve lore digite

Vitesse moyenne temporelle

Moyenne quadratique de la fluctuation de la vaess

[rom]
[-]

[m,®,m]
[-]

[m]

[m]

[m]

[m]
[s]
[s]
[s]

[ths

[m &]

Vitesse limite de chute de la particule dans uitlé stagnant [m™%

Coordonnées adimensionnelles du p&nt
Coordonnées adimensionnelles du p&bteur
Coordonnées d’'un objet dans le repére de I'image

Coordonnées d’'un poiftdans le repére spatial commun
Coordonnées du poiftg dans le repére spatial commun

(Xcam, Yeam, Zeam) Coordonnée du poift,g dans le repere de la caméra

(Xcapteur, Ycapteu r,f)

D ™

incidentrefractéi

h )

Kolmogorov

p

Taylor

v C

©

Taux de dissipation de I'énergie cinétique turhtde
Angle formé entre le rayon incident (réfractéjaetormale

locale a l'interface dans les lois de Snell-Detssar
Echelle de Kolmogorov

Echelle de Taylor

Viscosité cinématique
Masse volumique
Temps de réponse du fluide

Temps de réponse de la particule

Coordonnées du poiRtapeurdans le repere de la caméra

[-]
[-]

[pixels]

[m]
[m]
[m]
[m]

[m? &

[°]
[m]
[m]

[m?p
[kg m?]

[s]
[s]
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Résumé

Dans ce chapitre, les informations eulériennesrohéte€es au Chapitre 11l sont combinées aux
informations lagrangiennes mesurées au Chapitreoif, penfin, établir un lien entre la
succession d’environnements hydrodynamiques pepars des cellules fixées sur des
microporteurs et les conditions d’agitation du Bewteur.

Elles sont analysées a I'aide de deux outils :

Le premier outil utilise une division du volume ldecuve en deux zones sur base des données
eulériennes : la premiére zone est labélisée commientiellement problématique pour le
développement cellulaire, I'autre est labélisée m@mon problématique. Cette découpe est
basée sur la distribution spatiale thtio entre I'échelle de Kolmogorov, et la taille

moyenne des microporteurs, . Trois valeurs seuils de catio ont €té sélectionnées pour

diviser la cuve : 1%; et %. Les données lagrangiennes servent quelésia établir les
distributions de temps de séjour de la particulesdehacune des deux zones ainsi que la
distribution de temps mis par la particule pouliséa un cycle complet « visite de la zone
problématique — visite de la zone non problématiguel’analyse des distributions ainsi
obtenues montrent que :

 Plus le critered, /d est strict (1, /d =1 etant le plus strict), plus la zone problémagiqu

est étendue et plus la particule aura de changeasleer un temps long a chaque visite
dans cette zone. Puisque la zone non problémagisjuge plus en plus cantonnée dans la
partie supérieure de la cuve, la particule meteggaht un temps plus long pour réaliser
un cycle. Elle passe aussi proportionnellementtemps plus long dans la zone
problématique que dans la zone non problématiqubague cycle vu I'évolution du
rapport des volumes des zones correspondantes.

» Lorsque la vitesse de rotation du mobile augmelatdaille de la zone problématique
s’étend rapidement, cantonnant la zone non protilqueadans la partie supérieure de la
cuve. La conséquence est que, méme si la parseutplace plus vite dans la cuve, elle
met des temps globalement plus longs pour réalisetycle et elle passe également un
temps plus long dans la zone problématique a chagite.

* La comparaison des distributions de temps obtepoas chaque mobile a la vitesse de
rotation N;s semble indiquer que le mobile TTP 125 est miewxps#l pour la culture de
cellules animales sur microporteurs que le mob#elB0 car, d’une part, la particule fait
globalement des cycles plus longe,., elle revient dans la zone problématique a une
fréequence moindre et, d’autre part, elle reste egemne un temps plus long dans la zone
non problématique que dans la zone problématigqiaque fois qu’elle les visite.

Le deuxiéme outil consiste a superposer les ti@pest (données lagrangiennes) aux champs
eulériens de la moyenne des contraintes normaf@st outil permet surtout de se rendre
compte des trés nombreuses fluctuations de I'enmgment hydrodynamique auquel est
soumise la particule au cours du temps.
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1

Introduction

Dans ce chapitre, les informations eulériennesrohéte€es au Chapitre 11l sont combinées aux
informations lagrangiennes mesurées au Chapitreott, penfin, établir un lien entre la
succession d’environnements hydrodynamiques pepars des cellules fixées sur des
microporteurs et les conditions d’agitation du Bawteur.

Cependant pour arriver a ce résultat, deux hypethgsnt nécessaires :

La premiere est de considérer que la particulesééllors des mesures trajectographiques
se déplace dans la cuve comme un microporteur.dées particules différent Iégérement
en densité (masses volumiques respectives de a8 let de 1030 kg i) et en taille
(diametres respectifs de 491 um et de 250 um) hoeassju’on calcule leurs temps
caracteristiquesr , respectifs et qu'on les compare aux temps caisttres des

structures locales de I'écoulement (selon la méthodologie présentée au Point 2.2.1 du

Chapitre V), on constate que les deux types décpsatont toutes les deux un nombre de
Stokes St largement inférieur a 1. Il varie entre 0.02 ed0pour la particule de
microporteur en fonction de la vitesse de rotationmobile et en fonction de I'échelle
caractéristique de I'écoulement considérée (éclaell@aylor ou échelle de Kolmogorov).
Le nombre de Stokes de la particule de traceueypdur rappel, entre 0.02 et 0.07. Cette
observation permet donc de dire que les deux p#tcpeuvent étre assimilées a un
élément de fluide puisqu’elles suivent parfaitemeststructures locales de I'écoulement
turbulent. On peut également en conclure qu’'atedéplacent de la méme maniere dans
la cuve.

La seconde hypothése est de supposer que déplaad@memicroporteur dans la cuve est
indépendant de celui des autres microporteursrmélement, cette hypothése n’est pas
tout a fait correcte car il est fort probable ges imicroporteurs entrent en collisions, ce
qui modifie plus ou moins leur trajectoire. Maisrte part, il n’est pas possible avec le
dispositif de trajectographie optique de mesurezaiement la trajectoire suivie par une
particule dans une suspension liquide-solide camiéeu doit rester optiquement
transparent. D’autre part, nous n'avons aucun maye quantifier la déviation des
trajectoires dues aux collisions. Nous allons dadmettre I'hypothése méme si nous
avons conscience de ses limites.

L’étude Euler-Lagrange présentée dans ce chaitigasée sur deux types d’analyse :

Premierement, les distributions de temps de séjeda particule dans les zones labélisées
comme problématiques pour le développement calukont établies. Ces zones ont été
identifiées, au Chapitre 1ll, sur base de la distion spatiale des valeurs du rapport entre
I'échelle de Kolmogorov/i, et la taille moyenne des microporteuts. Trois valeurs
seuils pour ceatio (A, /d,) avaient été selectionnées 74 et 2. Les distributions de

temps de séjour sont donc analysées sur base t®isegleurs seuils. L'influence de la
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vitesse de rotation du mobil®li{ et 2N;s pour le mobile TTP 125) et du type de mobile
(TTP 125 et EE 150) sont également analysés.

» Deuxiemement, les trajectoires suivies par la palgisont superposées aux champs de la
moyenne des contraintes normatgs établis au Chapitre Ill. Cette superposition perm

de déterminer la distribution des contraintes néeseencontrées par la particule le long
de sa trajectoire.

2 Distribution de temps de séjour de la particule d ans la
zone labélisée comme problématique pour le
déeveloppement cellulaire

2.1 Méthodologie

Le calcul des distributions de temps de séjour de phrticule dans les zones
problematique®TS, . a été réalisé dans I'environnement Matlaia méthodologie mise

one
au point, exposeée ci-dessous, consiste tout d’abatélcouper la cuve en deux zones suivant
que la valeur locale dratio Ak/d, est inférieure ou supérieure a la valeur seuiistbcet,
ensuite a retrouver, dans les trajectoires mesuleepas de temps correspondant au passage
de la particule dans chacune des deux zones.

2.1.1 Découpe de la cuve

La cuve est découpée en deux zones, I'une labéisdene potentiellement problématique
pour le développement cellulaire, I'autre comme -posblématigue. Comme décidé au
Chapitre Ill, cette découpe de la cuve est basédesucartes représentant la répartition
spatiale duatio entre la valeur locale de I'échelle de Kolmogordy et le diametre moyen

des microporteursl,. Ces cartes ont été établies a partir des me&deB.l.V.. La zone
problématique est la zone ou la valeur localeatio ik/d, est inférieure a un certain seuil.
Trois valeurs seuils ont été sélectionnées d’'desaleurs les plus fréquemment citées dans
la litterature. |l s’agit des valeulg/d, égales a 25 et %4,

La découpe de la cuve en ces deux zones a étééealour les trois conditions d’agitation
auxquelles ont été acquises les mesures trajeptugrees. Ces conditions sont pour rappel la
vitesse de rotatioiN;s et 2 Njs pour le mobile TTP 125 et la vitesse de rotatgipour le
mobile EE 150. Au total, il y a donc 9 découpdédintes de la cuve puisqu’il y a trois
criteresik/d, et trois conditions d’agitation étudiees.

Pour identifier la position des zones problématigueon problématique, le traitement suivant
est appliqué. Premierement, les zones correspbadarvaleurs supérieures ou inférieures a
la valeur seuil du criter&/d, sont repérées dans les cantglsl, établies a partir des mesures

3D P.LV.. Les frontieres entrent la zone probléquee et la zone non problématique sont

ensuite lissées. De méme, les petites inclusiengzone non problématique dans la zone
problématique sont éliminées (Figure VI-1). Laemorrespondant au masque appliqué sur
le mobile dans les mesures 3D P.l1.V. est inclugesda zone problématique. Les zones
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problématiques représentées par les surfaces lelamens la Figure VI-2 sont ainsi obtenues
pour les 9 cas étudiés.

Figure VI-1 : (Gauche) Repérage de la zone probléigae a partir des champs de I'échelle de Kolmogoro
normée par le diamétre moyen des microporteurs (iBpLissage de la zone pour la rendre continue et
réguliére.

98

TTP 125, N=50rpm

TTP 125, 2 N=100 rpm

Pus

EE 150, N=20rpm
Figure VI-2 : Identification des zones (en blancpgentiellement problématique pour le développement
cellulaire. (Gauche)ik/d,=1 (Milieu) A/d,=% (Droite) Ak/d=Y.
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La position de ces zones est ensuite expriméewanspere spatial commun aux mesures 3D
P.L.V. et trajectographiques. Ce repére est drifaepere cylindriquer (6, y) déja présenté
au Chapitre V (Section 3.1). Pour rappel, ce mpéson origine situé sur I'axe de rotation du
mobile a méme hauteuy que le repéere spatial cartésien commun choisi tesla
modélisation du dispositif de trajectographie. €&wefant, les informations acquises par des
mesures P.1.V. sont limitées a un plan de la cde®g ce cas-ci, celui qui forme un angle de
45° avec le plan passant par les deux contre-pales) que les informations enregistrées par
le dispositif de trajectographie sont mesurées dlansemble du volume de la cuve. Il est
donc nécessaire de déployer dans l'espace du raepdirelrique commun les surfaces
correspondant aux zones problématiques identiéésétape précédente en supposant une
symétrie de révolution. Cette hypothése avaitvatiélée au Chapitre Ill. On obtient donc
des volumes de type toroidal. Le pourcentage dunw® de la cuve qui est couvert par la
zone labélisée comme problématique pour le déveloept cellulaire pour chaque condition
d’agitation étudiée et pour chaque critetge/ d  choisi est indiqué au Tableau VI-1. Comme

conclu au Chapitre lIl, plus le critere est stifel, /d, =1 etant le plus strict) et plus la

vitesse de rotation du mobile est élevée, plusdaezproblématique couvre un volume
important de la cuve ; ce volume correspondant m&melui de toute la cuve pour deux des
neufs cas étudiés.

Tableau VI-1 : Pourcentage du volume de la cuve gett par la zone labélisée comme problématique pleur
développement cellulaire suivant le critévék /dp choisi, le type de mobile et sa vitesse de rotation

% du volume de la cuve correspondant a la zong
Mobile, Vitesse de rotation problématique lorsque :
Acld, =1 Acld, =% A dd, =%
TTP 125,N;s (50 rpm) 76.2 19.3 3.2
TTP 125, 2N;s(100 rpm) 100 88.4 38.1
EE 150,N;s (20 rpm) 100 39.2 9.5

2.1.2 Découpe de la trajectoire

Les coordonnées des positions successives de tiauparau cours du temps mesurées par
trajectographie sont également exprimées dans fderegespatial cylindriqgue. Le résultat
obtenu a chaque pas de temps a ensuite été labélgmparant les coordonnéest, y) de

la position de la particule aux coordonnéeé (y, de Ja zone problématique. Le label « 1 » a
été donné aux pas de temps ou la particule esesitans la zone problématique, le label « 0 »
aux pas de temps ou la particule est hors de la gmyblématique et le label « 2 » a été donné
aux pas de temps ou la position de la particulepas pu étre mesurée. Tous ces pas de
temps, ainsi que la position de la particule dansepere cylindrique et le label attribué sont
stockés dans une matribkecontenant donc 5 colonnesr( § y lahel) et le nombre de lignes
correspondant au temps total d’acquisition degdtajres.
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Pour calculer le temps de séjour de la particutesda zone a chaque visite, il reste donc a
identifier les pas de temps ou la particule entnesda zone,e. les lignes de la matridd ou

on passe du label « 0 » au label « 1 » et les @asmps ou la particule ressort de la zoee,

les lignes de la matriddl ou on passe du label « 1 » au label « 0 ». Cepénlks morceaux
de trajectoire non mesurés (labélisés par 2) vienhnempliquer la tache. En effet, deux
situations problématiques existent. La premiérerespond au cas ou le morceau de
trajectoire non mesuré couvre l'intervalle de teropsla particule entre ou sort de la zone.
Les lignes successives de la matitesont donc labélisées « 0 » et puis « 2 » et pldi® ©u

« 1 » et puis «2 » et puis « 0 » Dans ce cgose la question d’identifier le pas de terhps
ou la particule entre ou sort effectivement dedaez La seconde situation problématique
correspond au cas ou un morceau de trajectoireagstnesuré pendant que la particule est
dans la zone. Les lignes successives de la mdremnt donc labélisées « 1 » et puis « 2 » et
puis « 1 ». Il est |égitime dans ce cas de se ddarssi la particule reste effectivement bien
dans la zone pendant tous les pas de temps otsgi@pm’'a pas pu étre identifiée. Ces deux
situations problématiques sont relativement frétpgedans les données enregistrées (entre 30
et 50% du temps total d’acquisition), ce qui limftetement le nombre de cas ou il est
possible de calculer le temps de séjour de laquégtdans la zone problématique.

Pour parvenir a établir la distribution de tempssdpur DTS, . sur un nombre suffisant de

zone

cas, les données mesurées par trajectographie ténan@lysées une nouvelle fois afin

d’exploiter l'information contenue dans les morceawon mesurés de trajectoire. Une
analyse visuelle de la matrit& a en effet mis en évidence que, dans de nombuesxl &tait
possible de dire si la particule pendant le morceautrajectoire non mesuré restait
vraisemblablement dans la zone ou hors de la zorse dasant sur sa position avant et apres
et sur la longueur de l'intervalle de temps. Sasebde cette observation, un algorithme a été
développé afin de traiter les deux situations golaltiques présentées ci-dessus.

Dans la 2™ situation problématique, ol la particule sembkteredans la zone, I'algorithme

transforme le label « 2 » en label « 1 » (ou erellab0 ») lorsque les quatre conditions

suivantes sont rencontrées :

* Les pas de temps avant et aprés le morceau dettieggenon mesuré sont tous deux
labélisés « 1 » (ou labélisés « 0 ») ;

* L'intervalle de temps ou le morceau de trajectesenon mesuré est inférieura 2 s ;

* La position de la particule avant et apres le mauwade trajectoire non mesuré est éloignée
d’au moins 1 cm de la frontiere qui sépare la zpngblématique de la zone non
problématique ;

* La vitesse de la particule, estimée sur base dpa®Bons avant et apres le morceau de
trajectoire non mesuré et sur base du temps qarsd&gs deux positions, est inférieure a
la vitesse maximale mesurée par 3D P.L.V..

Dans la £ situation problématique, puisque la particule emtn sort de la zone pendant le

morceau de trajectoire non mesuré, l'algorithmegsiarme certains pas de temps labélisés

«2»en«l»etdautres en « 0 », lorsque laditions suivantes sont remplies :

* L'intervalle de temps ou le morceau de trajectesenon mesuré est inférieura 2 s ;
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» La vitesse de la particule pendant ce morceauajiectoire non mesuré est inférieure a la
vitesse maximale mesurée par 3D P.I.V..

Pour déterminer quel pas de temps est labélisélem @u en « 0 », on fait I'hypothése que la

particule se déplace a vitesse constante pendanbiteeau de trajectoire non mesuré. On

compare ensuite les positior(s,d,y) ainsi estimées aux frontieres § y , de la zone

problématique.

Cette seconde analyse permet de récupérer un nodebngas de temps labélisés « 2 »
correspondant approximativement a 20% du tempd wbcquisition des trajectoires.
Suivant les conditions d’agitation (mobile, viteskerotation), cela correspond de 33 a 50 %
des pas de temps ou la particule n'est pas idéatifi Ce traitement permet d’accroitre
significativement le nombre de visites considétéesde I'analyse de la distribution de temps
de séjour dans la zone puisqu’on passe d’'un nogthrpris entre 806t 8 000, a un nombre
compris entre 2 000 et 11 600, selon la trajectmira@ysée.

Deux autres distributions de temps sont calculéesl&anément a la distribution de temps de
sejour de la particule dans les zones probléemaiQus, Les calculs reposent sur le

one*

méme principe que celui présenté ci-dessus. Lmipre est la distribution de temps de
séjour de la particule dans la zone non-problématiDTS,.,.... Dans ce cas-ci, il faut

repérer dans la matridd, les pas de temps correspondant a des séquendabette « 0 »
encadrés par des labels « li.e.(1 0.0 1). La seconde distribution est « la distributamn

temps de cycldT, . », qui correspond a la distribution de temps qué lm@articule pour

ycle
réaliser un cycle complet «visite de la zone p¥otdtique - visite de la zone non
problématique ». Il faut alors repérer dans lariteM, les pas de temps correspondant a un
cycle,i.e., les séquences de labels 0 1...1 01..0

2.2 Résultats
L’analyse des résultats est structurée en troistsgolDans la premiére partie, I'influence de la
valeur du critered, /d, est analysée, pour un mobile et une vitesse @tiontdétermines.

Dans la deuxiéme partie, I'effet, sur les distribng, de la vitesse de rotation du mobile pour
un mobile donné est discuté. Dans la troisiemgdes distributions obtenues pour les deux
mobiles utilisés chacun a lelt,, sont comparées.

2.2.1 Effet du critére

Cette analyse est basée sur les résultats dgdattige obtenue lorsque le mobile TTP 125
tourne a la vitesse de rotatidin, . Le choix de ces conditions est guidé par ledag, pour

tous les critere8, /d,, la cuve est effectivement divisée en une zonélgneatique et une

zone non-problématique, ce qui n’est pas le cas lpslautres conditions d’agitation étudiées.
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Les Figures VI-3 a VI-5 présentent les distribuiotdes temps de sé€jour dans la zone
problématique DTS, .(gauche) et hors de la zone problématiQu§.,,,.0btenues

expérimentalement (résultats en bleu). L'axe disxiases est exprimé en pas de temps des
mesures trajectographiques et donc €éii'ae seconde.

Les travaux de la littérature (Gulea al, 2008 ; Guideet al, 2012 ; Khopkaet al, 2004 ;
Rammohanet al, 2001), indiquent que les distributions de terdpsséjour dans la zone
problématique DTS, et hors de la zone problématiddiEes,,,,,.suivent une loi log-

normale. Nous avons donc ajusté sur les distohatexpérimentales obtenues les paramétres
d’une loi log-normale (courbe en rouge sur les FeguVI-3 a VI-5), d’équation :
1(In(ty)-p )2
1 1 AT
DTS=——F—e 2[ ? J (VI-1)

t, ov2m

Cet ajustement est realisé a l'aide de la fonctdegcurvefit » de Maltab®. Les deux
parameétres ajustés sont eto. lls correspondent respectivement a la moyenrel'écart-

type de la loi normale correspondant a la distrdsutle In{s) outsest le temps de séjour de la
particule dans la zone (ou hors de la zone) prodiiépre a chaque visite. La moyenne de la
loi-log normale peut étre calculée a partir desxggrametres ajustés selon :
(/1+12)
Hors =€ 2 (VI-2)
Les valeurs obtenues pour ces trois grandeur®r( t,.s) sont présentées dans le Tableau
VI-3.

Tableau VI-2 : Valeurs des paramétreg ete obtenus par ajustement sur les distributions exipggntales
d’une loi log-normal. Valeurs de la moyenne delta log-normal estimée a partir des valeurs des garetres
U eto.

H | £Dp | o | xAo| Hps
In(s)| In(s) | IN(s)| In(s) | (1/60°™s)
TTP 125N | DTSene | 2.61| 0.01 | 0.89 | 0.01 20
Idd=% | DTSwors zone| 3.24| 0.02 | 0.92 ] 0.02 39
TTP 125N, | DTSone | 4.47| 0.03 | 1.26 | 0.03 193
Mld=% | DTSwors zone| 4.73| 0.03 | 1.51 | 0.03 356
TTP 125N | DTS | 4.93] 0.05 | 2.20| 0.04 732
Idd=1 | DTSwors zone| 4.59| 0.02 | 1.26 | 0.02 227

La comparaison des résultats expérimentaux et dissajustées montrent, qu'en régle
générale, les distributions de temps de séjoumaiete expérimentalement sont proches de loi
log-normale.

Une seconde petite « bosse » apparait cependantagadistributions expérimentales pour les
grands temps de séjotyr Nous ne sommes pas a méme d’expliquer ce seoamanum.
Deux causes sont envisageables : I'algorithme ptésa la section précédente pourrait
générer artificiellement des temps de séjour Idogs de la récupération des pas de temps
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correspondant aux morceaux de trajectoire ou lacpéer n’est pas détectée. Inversement, il
est possible que les visites de la particule darmohe correspondant a des temps de séjour
trés courts soient moins bien détectées.

Notons que la distribution de temps de séjour gmaléicule hors de la zone dans le cas ou le
critere sélectionne edf /d =% s'écarte assez fortement de la loi log-normadtag (Figure

VI-3). Ce cas est un peu particulier en raisordadstructure de la zone problématique. La
Figure VI-2 montre en effet qu’'une petite zone pooblématique est incrustée au centre du
volume correspondant a la zone problématique. d@msséquences de cette répartition
particuliére sont discutées par la suite.
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Figure VI-3 : Distribution de temps de séjour date zone problématique DT,§.(gauche) et dans la zone
non problématique DT&ys zone (droit) lorsque le mobile TTP 125 tourne & la vigesde rotation I et que le
critére A/dyvaut 1/2. (Bleu) Résultats expérimentaux (rougg)illog-normal ajustee.
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Figure VI-4 : Distribution de temps de séjour date zone problématique DT,§.(gauche) et dans la zone
non problématique DT&ys zone (droit) lorsque le mobile TTP 125 tourne & la vigesde rotation I et que le
critére A/dyvaut 2/3. (Bleu) Résultats expérimentaux (rougg)illog-normal ajustee.
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Figure VI-5 : Distribution de temps de séjour date zone problématique DT,§.(gauche) et dans la zone
non problématique DT&ys zone (droit) lorsque le mobile TTP 125 tourne & la vigesde rotation I et que le
critére Ax/dyvaut 1. (Bleu) Résultats expérimentaux (rouge) log-normal ajustée.

Les distributions de temps de cydI,

cyle

sont présentées dans les Figures VI-6 a VI-8. On

constate qu’elles semblent étre la somme des distpibdtions DTS, . et DTS, .. Car

elles présentent des caractéristiques de chacuswral’ elles.

Vu la définition de la

distribution des temps de cycle, cet observationbde tout a fait plausible.
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Figure VI-6 : (Gauche)DTSgne (Milieu) DT Syors zone(droite) DTeyce Obtenues lorsque le mobile TTP 125
tourne & la vitesse de rotation\et que le critérei/d, vaut %%.
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Figure VI-7 : (Gauche)DTSgne (Milieu) DTS,ors zone(droite) DTy Obtenues lorsque le mobile TTP 125
tourne a la vitesse de rotation\et que le critérel/d, vaut %.
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Figure VI-8 : (Gauche)DTSgne (Milieu) DTS,ors zone(droite) DTy Obtenues lorsque le mobile TTP 125
tourne a la vitesse de rotation\et que le critérgl/d, vaut 1.

Pour quantifier les distributions de temps de sé@ans la zone problématique et hors de la
zone problématique, la moyenne a été estimée a garta courbe ajustée. Les percentiles
25, 50, 75 et 99 ont également été extraits deaamexpérimentales et rassemblés dans le
Tableau VI-3.

Un lien assez évident entre le temps de seéjour agueh visite et le volume des zones
respectives apparait. En effet, plus une zone golume important, plus la distribution de
temps de séjour est étalée et plus la moyennesepdecentiles de cette distribution sont
élevés. Cette constatation s’applique aussi boem f@s distributions de temps de séjour de la
particule dans la zone problématiqDF'S, . que pour leurs homologues dans la zone non

problematiquidTs, ¢ ,,..- Ainsi, si on compare les resultats obtenus poaritere A, /d, =1
et le criterel, /d =%, on constate que le pourcentage du volume deva oacupé par la

zone problématique passe de 76.2 % a 19.3 % (TlaMed). La moyenne de la distribution
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de temps de séjour dans la zdD&S

zone

chute de 12.18 s a 3.21 s. Les percentiles de cet

distribution diminuent tous également. Tandis lgumoyenne de la distribution de temps de
séjour hors de la zonBTS, ... aUgmMente de 3.77 s a 5.93 s ainsi que les pdeeae

cette distribution.

Les rapports des tailles de la zone problématiquie ¢éa zone non problématique s’inversent
entre ces 2 criteresi.e. pour le critere A, /d, =%, la zone non problématique est

prépondérante dans la cuve tandis que pour lereritg/d =1, la zone problématique est

prépondérante. Au vu du lien établi dans le paatge précédent, la conséquence de cette
inversion est que la particule passe en moyenh@gue visite un temps proportionnellement
plus long dans la zone non problématique que damsrie problématiquets s norsone=2-93 S

et Uprs,one=3-21 8) lorsqug, /d =%. C'est I'inverse lorsquel, /d =1 (Uprshorszone=3-78 S
et Uprs sone=12.2'S).

Tableau VI-3 : Comparaison des distributions de tpsnde séjour dans la zone problématique DF.Set hors
de la zone problématique DT zonedlinsi que les distributions de temps de cycleJaJobtenues pour le
mobile TTP 125 tournant & la vitesse de rotatiop our les critéresik/d, égale a%2% et 1.

Hprs Pas Pso Ps Pag
(W/66™s) | (L6G™S) | (1/60™s) | (1/60™s) | (1/6G™s)

TTP 125| DTSone 20 8 14 23 70
N;s D[S Er— 39 16 31 215 1233
Il0y=Ys [ DToyue 20 36 92 1075
TTP 125| DTSone 193 34 80 140 310
N; DT S e 356 40 142 297 1118
Axld=%s DTeycle 37 139 340 1152
TTP 125| DTSone 732 36 123 406 1448
N; DTSiors zone 227 43 103 222 702
=1 [ DT 49 181 496 1691

Pour la distribution de temps de séjour dans leezzoblématique, les remarques faites ci-
dessus sont de nouveau observées pour le cileld =%2. Par contre, on observe que

malgré 'augmentation du volume de la zone non lgroktique (il passe de 80.66% pour
A 1 d, =% a 96.75% poun], /d ;=2 ), la moyenne de la distribution de temps gieusélans

cette zone diminue ainsi que les percentiles 25.aCe phénomene est d0 a la maniéere dont
les zones problématiques et non problématique agahcées dans ce cas. Les temps de
séjour de la particule, lorsqu’elle traverse latipade la zone non problématique inclue dans
la zone problématique, sont trés courts, d’autdud pue cette zone correspond au jet des
pales du mobile. Ces temps courts déséquilibrantdistribution de temps de séjour,
I'éloignant d’une loi log-normale et entrainant dastes valeurs faibles de la moyenne et des
percentiles.
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Les percentiles des distributions de temps de cidg . sont également présentés dans le
Tableau VI-3 pour les trois valeurs du critedg /d, etudiées. Les resultats présentés

montrent clairement que, plus la zone problématiegtegrande, plus les valeurs de chaque
percentile augmentent. Les distributions de tedgsycle s’étalent donc vers la droite. Ce
résultat est intéressant car il met en évidence aanactéristique de I'écoulement en cuve
agitée. Lorsqgu’elle se déplace dans la cuve, tacpée revient périodiquement dans la zone
balayée par le mobile en tracant des boucles. eirp$ écoulé entre deux passages dans la
zone balayé par le mobile est appelé le temps mtelation. Tout comme on établit une
distribution de temps de séjour, on peut étable distribution de temps de circulation. On
pourrait également imaginer de couper la trajeetoitaque fois que la particule passe dans la
zone balayé par le mobile. Pour caractériser lece@aux de trajectoire ainsi obtenus, on
pourrait établir une distribution des longueurs togectoire appelé ici la distribution de
longueur de boucle de recirculation vu la maniéneten I'a établie. Il est fort probable que
pour les boucles les plus longues, la particule uneiemps de circulation plus grand. Or, vu
la position du mobile et la structure de I'écouletmmoyen (Chapitre Ill), la particule dessine
une boucle plus longue dans la cuve lorsqu’ell@evie haut de celle-ci. Elle dessine des
boucles plus courtes lorsqu’elle reste dans la idhaitférieure de la cuve. Cette courte
explication aide a comprendre pourquoi les tempsyide sont d’autant plus longs que la
zone problématique est grande et donc que la velewritere A, /d, est stricte. En effet, la

zone non problématique, comme le montre la Figuf8,\ést de plus en plus cantonnée dans
la partie supérieure de la cuve. La particule doeic plus de temps pour aller dans cette zone
et, dés lors, plus de temps pour boucler un cycle.

Ainsi, en syntheése, on constate que plus la valslectionnée du critére est stricte
(A./d, =1 etant le plus strict), plus la particule a de deade passer un temps long a

chaque visite dans la zone problématique, ce qureaccord avec I'augmentation du volume
de celle-ci. Puisque la position de la zone narbl@matique est de plus en plus cantonnée
dans la partie supérieure de la cuve, la partimeé¢tra également un temps plus long pour
réaliser un cycle. Elle passera aussi proportitement un temps plus long dans la zone
problématique que dans la zone non problématigeieague cycle vu I'évolution du rapport
des volumes des zones correspondantes.

Terminons cette section par un mot sur le choixv@dsurs du critére. Ce choix des valeurs
du critered, /d, est base sur les valeurs les plus frequemmerscians la littérature. Ces

dernieres proviennent surtout de I'hypothese quél peut y avoir d’interaction entre les
microporteurs et les tourbillons environnants quees derniers ont une taille inférieure ou
eégale a celle des microporteurs. Dans le cas aiomtrle microporteur suit simplement
I’écoulement local généré par le tourbillon. Ameotonnaissance, aucun auteur n'a établi une
valeur seuil du criterel, /d, basé a la fois sur les résultats des culturesligles animales

sur microporteurs en cuve agitée et sur la conmaiss de la distribution d’échelle de
Kolmogorov au sein du bioréacteur. Deés lors, itfalutdt interpréter la méthodologie
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développée ici comme un moyen de quantifier et ddrmen évidence I'évolution de la taille
des zones et des distributions de temps assocgidesion de la valeur du critere choisie.

Vu la maniére dont ces grandeurs évoluent, Il Eapgérer, qu’'en pratique, les tourbillons
susceptibles d’endommager les cellules fixées esumiicroporteurs ont une taille inférieure
ou egale ad /2, car sinon cela signifierait que les cellules paignt deja subir un stress

hydrodynamique important a la vitesse de rotagn

2.2.2 Effet de la vitesse de rotation du mobile
Cet effet est étudié en comparant la taille desezoproblématiques et les distributions
DTS,;0er DTS z0ner DTy Obtenues lorsque le mobile TTP 125 tourne a lassi de

rotationN;s et 2N;s.

Pour le critered, /d =1, la comparaison est rapide car, a la vitess@td¢ion 2N, la zone

problématique couvre 100% du volume de la cuvéeffét potentiellement délétere d’'une
augmentation de la vitesse de rotation sur lesopagnces de la culture est dans ce cas
évident.

Tableau VI-4 : Comparaison des distributions de tpsnde séjour dans la zone problématique DF.Set hors
de la zone problématique DT sonedlinsi que les distributions de temps de cycleJaJobtenues pour le
mobile TTP 125 tournant aux vitesses de rotatiog & 2 Ns et pour les criteresx/d, égaux a ¥z ef.

Hprs P25 Pso P7s Poo
(1/66™s) | (L/60™s) | (1/60™s) | (1/60™s) | (1/60™s)

TTP 125| DTSone 20 8 14 23 70
N; DTSvors zone 39 16 31 215 1233
Mddo="2 |  DTeye 20 36 92 1075
TTP 125| DTSone 412 32 89 132 324
2Ns | DTSorszone| 138 46 78 142 638
Akldg="2 | DTgyge 68 146 234 717
TTP 125| DTSgne 193 34 80 140 310
st DTShors zone 356 40 142 297 1118
Aldy=% | DTeyce 37 139 340 1152
TTP 125| DTSone 1532 29 122 338 1290
2Ns | DTSorszone| 112 31 63 112 300
Akldi=% | DTeycle 43 147 362 1312

Cet effet délétére est de nouveau mis en évidemrsgle I'on compare les distributions
DTS, et DT, pour les criteresd, /d =% et A /d,=% (Tableau VI-4). En effet, on

cycle
constate que la moyenne et les percentiles dedisteibutions obtenus a la vitesse de rotation
2 Njs sont nettement plus élevés que ceux obtenusitekse de rotatioNs. Or, on aurait pu
imaginer que puisque la vitesse de rotation du least deux fois plus élevée, la particule
devrait circuler plus rapidement dans la cuve erestoins longtemps dans un volume donné
et boucler plus rapidement des cycles. On congjaee ce n'est pas le cas a cause de
'augmentation du volume des zones problématiques da vitesse de rotation du mobile
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(respectivement 3.2% et 19.3% du volume de la éuMg et 38.1% et 88.4% a ;) et a
cause de I'agencement spatiale de la zone prolitueagt de la zone non problématique.
En effet, pour la vitesse de rotatiofNg la particule doit visiter le haut de la cuve poortis

de la zone problématique et pour boucler un cy€lemme expliqué au point précédent, cela
requiert de tracer une boucle plus longue et dontemnps de circulation plus long aussi.

En synthése, augmenter la vitesse de rotation chilenpeut avoir un effet potentiellement
délétére sur les performances de la culture caolieme de la zone problématique s’étend
rapidement, ce qui implique que la particule med tmmps globalement plus longs pour
réaliser un cycle complet et que les temps pasags h zone problématique s’allongent
globalement.
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Figure VI-9 : Distribution de temps de séjour date zone problématique DT.§.(gauche) et dans la zone
non problématique DT&s one(droit) lorsque le mobile TTP 125 tourne a la visesde rotation 2 Net que le
critére Ax/dyvaut 1/2. (Bleu) Résultats expérimentaux (rougs)illog-normal ajustée.
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Figure VI-10 : Distribution de temps de séjour dafes zone problématique DT, .(gauche) et dans la zone
non problématique DT&ys zone(droit) lorsque le mobile TTP 125 tourne a la visesde rotation 2 Net que le
critere Ax/dpvaut 2/3. (Bleu) Résultats expérimentaux (rouge)illog-normal ajustée.

2.2.3 Effet du type de mobile
Cet effet est étudié en comparant la taille desezoproblématiques et les distributions
DTS,50es DTSy z0ner DTy ObteNUES lorsque le mobile TTP 125 et le mobile 158

tournent chacun a leur vitesse de rotabiian

Vu le lien entre le temps de séjour a chaque visitee volume des zones problématiques
observé au Point 2.2.1, on aurait tendance trésavitonclure que mobile EE 150 est moins
« bon » pour la culture de cellules animales surapiorteurs que le mobile TTP 125 car les
pourcentages de volume de cuve correspondant @nka mroblématique (Tableau VI-1) sont
plus élevés pour le premier que pour le deuxiémbilmgour toutes les valeurs du critere
A 1d, étudiées. On obtient méme une valeur de 100%uerte critered, /d est égal a 1.

Analysons les moyennes et percentiles des disiomsDTS, ., DTS, ... Obtenues lorsque

A 1d,=7% pour confirmer cette tendance (Tableau VI-5). nh@yenne et les percentiles des
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distributions DTS, ,.,. Suivent bien ce qui était attendu car les valalt®nues pour le

mobile TTP 125 sont plus élevées que celles obtepaoar le mobile EE 150, ce qui est en
accord avec les volumes respectifs des zones nainlépmatiques correspondantes. Par
contre, on constate que la moyenne et les peresntiés distributiondDTS, . sont tres

zone
proches. Ce résultat est surprenant surtout lerdgun compare les volumes des zones
problématiques qui valent respectivement 39.2 % p@unobile EE 150 et 19.3 % pour le
mobile TTP 125.

On ne peut toutefois pas exclure que ce résul@atigmne d’'un biais dans la distribution
DTS,,. établie pour le mobile EE 150 en raison du tengesoiisition relativement faible et

du grand nombre de pas ou la particule n’est pactie.

Il faut cependant garder en mémoire que le temas déacquisition pour cette trajectoire est
seulement de 12 h a cause de la panne de la caneéigue le nombre de pas de temps ou la
particule n’est pas détectée est plus important peumobile que pour le mobile TTP 125.

Ces deux problemes se répercutent d'ailleurs desidistributionsDTS, .., DTS, sone-

DT,

e Obtenues lorsque le criterg /d, = %2( Figure VI-11). Dans ce cas en effet, les
distributions obtenues semblent «bruitées » Wbas sont établies sur un nombre de données
relativement restreint compris entre 300 et 80@esscontre 2000 a 12 000 visites pour les
distributions établies dans les autres conditidandiées. Ainsi, pour répondre formellement a
la question, il sera nécessaire d’avoir des trajet continues sur des temps d’acquisition

d’au moins 40h.
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Figure VI-11 : Distribution de temps de séjour date zone problématique DT,S.(gauche) et dans la zone

non problématique DT&ys zone (droit) lorsque le mobile EE 150 tourne a la vitesde rotation I et que le
critére A/dyvaut 1/2. (Bleu) Résultats expérimentaux (rougg)illog-normal ajustee.

0.025 : : : : ' ! ' : : 0025

0.02 B 0.02

0.015 1 0.015

0 20 40 G0 800 1000 1200 1400 1800 1300 2000 % 200 40(‘) 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 2000
Figure VI-12 : Distribution de temps de séjour dale zone problématique DT,§.(gauche) et dans la zone
non problématique DT&s zone(droit) lorsque le mobile EE 150 tourne a la vitesde rotation | et que le
critére Ax/dyvaut 2/3. (Bleu) Résultats expérimentaux (rougs)illog-normal ajustée.

Lorsque I'on compare les percentiles des distrdngDT, . lorsque/, /d, =7, on constate

ycle
gue ceux obtenus pour le mobile EE 150 sont pltissppie ceux obtenus pour le mobile TTP
125. Ces résultats semblent donc montrer que l@len®TP 125 est mieux adapté pour la
culture de cellules animales sur microporteurs uenobile EE 150 car, d’'une part la

particule fait des cycles plus longse., elle revient dans la zone problématique a une
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fréequence moindre et, d’autre part, elle resteaknent un temps plus long dans la zone non

BN

problématique a chaque fois qu’elle la visite. t€etonclusion devrait cependant étre
confirmée par une validation de la distributiDiS,_ . obtenue pour le mobile EE 150.

zone

Tableau VI-5 : Comparaison des distributions de tpsnde séjour dans la zone problématique DFset hors
de la zone problématique DT zone@insi que les distributions de temps de cycle JaJobtenues pour les
mobiles TTP 125 et EE 150 tournant & leur vitesserdtation Ns et pour le criterelx/d, égale &%.

Hors Pg5 Pgo P?S ng
(1/6G™s) | (1/66™s) | (1/60™s) | (1/6G™s) | (1/66™s)

TTP 125| DTSone 193 34 80 140 310

Nis DTS\ors zone 356 40 142 297 1118

Mdd=% | DTy 37 139 340 1152

EE 150 | DTSone 210 28 70 122 320

\} DTS\ors zone 152 34 80 143 579

Akld=%3 DTeyce 21 105 196 607

3 Superposition des trajectoires et des champs de | a

moyenne des contraintes normales

3.1 Méthodologie

Au Chapitre Il (Section 5), nous avons établi, pehaque condition d’agitation (mobile,
vitesse de rotation), le champ de la moyenne desaintes normales,, a partir des champs

de contraintes normales dans les trois directigny,,, 7,,, ces derniéres étant estimées par

yy ! ©zz1
le produit de la densité du fluide et les compassaprincipales du tenseur de Reynolds. Dans
cette section, nous allons superposer la trajectsuivie par la particule a ce champ afin

d’établir la distribution des contraintes normateacontrées par la particule le long de sa

trajectoire.

Tout comme pour I'établissement des distributioageimps de séjour et de temps de retour,
la premiére étape pour établir la distribution @estraintes normales est d’exprimer les
données eulériennes et lagrangiennes dans un nepreerspatial, qui est de nouveau le
repere cylindrique dont l'origine est située sax€ de rotation du mobile. Pour chaque pas
de temps, la valeur dg, correspondant a la coordonngey) de la particule est déterminée.
Pour les pas de temps ou la position de la pagtiest inconnue, une valeur de NaN (« Not a
Number ») est indiquée. Ce résultat est de noustaeké dans une matridé contenant 5
colonnes (,r,8,y,r, ) et dont le nombre de lignes correspond apsetatal d’acquisition

des trajectoires.

La distribution des contraintes normales rencostygas la particule le long de sa trajectoire
est ensuite établie uniguement sur les résultata particule est dans la moitié de la cuve qui
est caractérisée par les valeurs @lecomprises en-71/2 et n /2. Nous avons en effet

montré au chapitre précédent que les informati@ndyes suite a la « perte » de la particule
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sont minimales dans cette moitié de cuve, alorsagua’est pas le cas dans l'autre moitié.
Nous avions également conclu qu’au vu de la gédenéér la cuve, cette moitié de cuve était
représentative de ce qui se passe dans I'ensemliiecdulement.

3.2 Résultats

La Figure VI-13 montre I'évolution de la moyennesa®ntraintes normales rencontrée par la
particule le long de sa trajectoire pendant uneelute 30 min. Les intervalles de temps
correspondant aux morceaux de trajectoires non né®soe viennent pas fausser ces
graphiques car, comme nous avons associé une \a#eNaN a ces intervalles de temps, le
trait bleu est simplement discontinu dans ces cas.

Ces trois graphigues mettent en évidence a queit dai particule est soumise a un
environnement hydrodynamique fluctuant le long detrsjectoire. Qualitativement, on
remarque aussi que I'environnement rencontré esitaiht plus fluctuant que la vitesse de
rotation du mobile TTP 125 est élevée. On congtateffet que I'amplitude des fluctuations
augmente (elle passe de 1.8 NN 7 N nY) et que les intervalles de temps entre les pics
voisins diminuent quand la vitesse de rotation @aeN;sa 2N;s.

T

02l
‘ I ‘ |
E a0

Figure VI-13 : Evolution avec le temps de la moyendes contraintes normales rencontrées par la parie
le long de sa trajectoire. (Haut, gauche) Mobile PTL25, N; (Haut, droite) Mobile TTP 125, 2 N (Bas,
milieu) EE 150, N..

Si on établit la distribution de la moyenne destintes normales rencontrée par la particule
le long de sa trajectoire en se basant uniquenugries résultats obtenus lorsque la particule
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est dans la moitié de cuve ou la coordonfiéest comprise er-7n/2 etn /2, un résultat
intéressant peut étre mis en évidence: la didtdbuobtenue sur base des résultats
lagrangiens (en bleu dans la Figure VI-14) coinasec la distribution établie a partir du
champ eulérien (en rouge dans la Figure VI-14).r&3eltat est une sorte de validation car il
montre que la particule se déplace bien en tous p@ats des plans axiaux, que
I'isoprobabilité de présence est bien retrouvéquet les trajectoires relatives a la moitié de
cuve sont bien représentatives de ce qui se pégseua 'ensemble de la cuve.

. S

08

Figure VI-14 : Fonction de répartition et distribubn de la moyenne des contraintes normales (blebjemues
le long de la trajectoire (rouge) obtenues a parin champ eulérien. (Haut) Mobile TTP 125,NMilieu)
Mobile TTP 125, 2 N (Bas) Mobile EE 150, }.

- 289-



Chapitre VI : Caractérisation Euler-Lagrange ded@ilement turbulent

On ne peut malheureusement pas aller plus loin Hanalyse des graphiques présentant
I'evolution de r, en fonction du temps et en fonction des conditidagitation a cause des

morceaux de trajectoire non-mesurés. Cette analyse nécessite de disposer d'une
trajectoire continue, permettrait d’obtenir desomfiations précieuses. On pourrait imaginer
par exemple de réaliser une analyse spectraleghalsi On pourrait également établir la
distribution des fréquences ou la particule estmgse a un niveau donné de contrainte
normale. On pourrait aussi déterminer le niveaweanode contrainte subi entre deux
passages dans la zone a haute contrainte. L'imgestconditions d’agitation sur ces
grandeurs pourrait étre quantifié.

4 Conclusion

Dans ce chapitre, les informations eulériennesrohéees au Chapitre 11l sont combinées aux
informations lagrangiennes. Elles sont analyséedéde® de deux outils :

Le premier outil utilise une division du volume ldecuve en deux zones sur base des données
eulériennes : la premiére zone est labélisée commientiellement problématique pour le
développement cellulaire, I'autre est labélisée m@mon problématique. Cette découpe est
basée sur la distribution spatiale catio entre I'échelle de Kolmogorow, et la taille

moyenne des microporteurs, . Trois valeurs seuils de catio ont eté sélectionnees pour

diviser la cuve : 1% et %. Les données lagrangiennes servent queliésia établir les
distributions de temps de séjour de la particulesdehacune des deux zones ainsi que la
distribution de temps mis par la particule pouliséa un cycle complet « visite de la zone
problématique — visite de la zone non problématiguel’analyse des distributions ainsi
obtenues montrent que :

 Plus le criterel, /d est strict (1, /d =1 etant le plus strict), plus la zone problematiqu

est étendue et plus la particule a de chance dipaa temps long a chaque visite dans
cette zone. Puisque la zone non problématiqueesesius en plus cantonnée dans la partie
supérieure de la cuve, la particule met égalemantemps plus long pour réaliser un
cycle. Elle passe aussi proportionnellement unpgenplus long dans la zone
problématique que dans la zone non problématiqebague cycle vu I'évolution du
rapport des volumes des zones correspondantes.

» Lorsque la vitesse de rotation du mobile augmelatdaille de la zone problématique
s’étend rapidement, cantonnant la zone non prolti@oeadans la partie supérieure de la
cuve. La conséquence est que, méme si la parseutplace plus vite dans la cuve, elle
met des temps globalement plus longs pour réalisecycle et elle passe également un
temps plus long dans la zone problématique a chagite.

* La comparaison des distributions de temps obtepaas chaque mobile a la vitesse de
rotation N;s semble indiquer que le mobile TTP 125 est miewxp#s# pour la culture de
cellules animales sur microporteurs que le mob#elB0 car, d’'une part, la particule fait
globalement des cycles plus longe., elle revient dans la zone problématique a une
fréquence moindre et, d’autre part, elle reste egemne un temps plus long dans la zone
non problématique a chaque fois qu’elle la visite.
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Le deuxiéme outil consiste a superposer les ti@pest (données lagrangiennes) aux champs
eulériens de la moyenne des contraintes normaf@st outil permet surtout de se rendre
compte des tres nombreuses fluctuations de I'enmgment hydrodynamique auquel la
particule est soumise au cours du temps. L’anajysetitative des données obtenues avec
cet outil n’a cependant pas pu étre poussée theésiloause des trés nombreux morceaux de
trajectoire non-mesures.

Dans ce chapitre, nous avons présenté deux ol#tilalgise des trajectoires. Or, de nombreux
autres outils pourraient étre développés pour é@epldoute la richesse des informations
contenues dans une trajectoire. Il n'a pas étsilplesde développer ces autres outils dans le
cadre de cette these pour des raisons de timiagatise de la non-continuité des trajectoires
acquises. Les outils qui nous semblent les plidgseasants sont présentés ci-dessous.

Le premier outil, déja brievement abordé au P@r.1, permettrait d’établir une distribution
de longueur de trajectoire. Pour I'établir, ilfafit de couper la trajectoire chaque fois que la
particule se rend dans une zone définie de la c@eadte zone peut étre un plan de la cuve ou
un volume défini de celle-ci, comme par exemplejdiime balayé par I'agitateur. Cet outil
permettrait de caractériser I'’écoulement étudié nesttant en évidence la diversité de
« chemins » suivis par la particule avant de sdreea nouveau dans une méme zone. Cette
diversité se traduit par I'étalement de la distiidnu des longueurs de trajectoire.

Le deuxieme outil permettrait de déterminer lardistion d’ages de la particule dans une
zone donnée du réacteur. En effet, le temps frélathague position de la particule permet de
lui associer un age interne ; I'dge zéro étanti@nde la particule dans le réacteur dans le cas
d’'un réacteur ouvert ou le début de la trajectaiams le cas d'un réacteur fermé. Pour
différentes zones de la cuve, on peut détermirdagel’interne de la particule lors de ses
différentes visites. On établit ainsi une disttibn d’ages internes. Cet outil est un moyen
intéressant de caractériser le mélange dans utewgachimique. En effet, de nombreuses
réactions sont influencées par la maniére donélastifs sont mis en contact. Etre capable de
déterminer, pour chacune des zones du réactelas sigrégats mis en contact sont d’ages
internes similaires ou non est une information jgnése relative a la précocité du mélange au
sein du réacteur.

Le troisieme et dernier outil permettrait de cagdser le mélange au sein de la cuve. |l serait
basé sur le découpage de la trajectoire complétplisieurs morceaux, dont la longueur
correspondrait au temps nécessaire pour que laignempartie de la trajectoire perde tout
caractére commun avec sa seconde partie. Contleptart, ce traitement reviendrait a
transformer « numériquement » notre systéme ouwibmuge seule particule pendant plusieurs
heures en un systéme ou on suit de nombreusesubestipendant quelques minutes. Si la
trajectoire compléte est suffisamment longue, it &8t probable qu'un nombre non
négligeable de particules fictives passent parmé@me zone, comme par exemple, une zone
d’injection pres de la surface de la cuve. On mmualors repérer les pas de temps ou ces
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particules sont dans la zone et les labéliser compagede temps initiaux pour toutes les
particules concernées. On pourrait ensuite étudiaraniere dont ces particules s’éloignent
les unes des autres au fil du temps et définir, lmge de ces données, un critere qui
permettrait de définir un index de mélange et umpie de mélange.
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Distribution de temps mis par la particule pour

réaliser le cycle « visite de la zone problématigisée de la zone
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Distribution de temps de séjour de la particulesdarzone labélisée

comme potentiellement problématique pour le déymapent cellulaire.  [s]
Distribution de temps de séjour de la particulesda zone labélisée
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Coordonnées dans le repere cylindrique dont I'nagst située
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cartésien commun dans le chapitre V. [m, rad,m]
Nombre de Stokes d’une particule [-]
Temps de séjour de la particule dans une zoneguehasite [s]
Echelle de Kolmogorov [m]

Moyenne de la loi normal de la variabletij(
Moyenne de la loi log-normal des distributiongtel®mps de séjour

dans la zone et hors de la zone problématique s] |
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Moyenne des contraintes normales [N m
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[In(s)]

Temps de réponse d’une particule a une modificatio

d’orientation et de vitesse de I'écoulement [S]
Contraintes normales dans la direction x, y et z. [N m?]
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Chapitre VII : Conclusion

1 Synthése et discussion

Cette these s’inscrit dans la thématique de laultle cellules animales adhérentes sur
microporteurs dans un bioréacteur de type cuveeagiCe type de procedé est en effet
largement utilisée dans lindustrie pharmaceutiqoer produire des composés protéinés a
haute valeur ajoutée tels que les vaccins, leoghatéines, les anticorps monoclonaux, ...

Diverses études sur les cinétiques de croissarscealleles animales fixées sur microporteurs
semblent indiquer que les performances des cultdéggendent de la distribution des
conditions physico-chimiques et hydrodynamiquesalex au sein du bioréacteur a cuve
agitée. Or ces conditions locales dépendent dix chiodesign et des variables opératoires du
bioréacteur. La définition du design et des \@Hea opératoires les mieux adaptés a la
culture en cuve agitée de cellules animales suromicteurs est une tache délicate. Elle doit,
en effet, résulter d’'un compromis entre un mélamsgdfisant pour homogénéiser la
composition du milieu de culture, pour favorisertdiensfert de matiére vers les cellules et
pour permettre le maintien des microporteurs erpenusion compléte, et des conditions
hydrodynamiques locales suffisamment douces afinliméer le niveau de contraintes
meécaniques. Divers études montrent en effet geec#dlules animales adhérentes sur
microporteurs sont particulierement sensibles acoatraintes mécaniques car :

* Elles sont fixées sur des objets nettement plusdgraque leur taille. Leur taille
caractéristique devient donc le diamétre du micrgom (250 pm) et non leur diamétre
propre (~20 um). Or la taille des microporteurs gEmilaire a la taille de certains
tourbillons présents au sein de I'écoulement. @esidrs interagissent avec les cellules en
générant des contraintes normales et de cisaillealenr surface ;

» Etant fixées sur le microporteur, elles ne peuvydns pivoter sur elles-mémes pour
réduire l'intensité de la contrainte mécanique bggesubissent ;

» |l faut un niveau de contrainte mécanique nettemarihdre pour parvenir a les détacher
des microporteurs et les rendre ainsi inactivespmpug entrainer leur lyse.

Pour aider aux choix du design et des variablesatpiées du bioréacteur dans ce type de
procédé, nous avons développé dans cette thésenétimdologie permettant de décrire

I'influence des conditions d’agitation sur I'enymeement hydrodynamique local pergu par un
élément de fluide en mouvement. Pour ce faire,deseription eulérienne de I'écoulement,

obtenue par des mesures 3D P.L.V., a été couplée @escription lagrangienne, obtenue par
des mesures de trajectographie. Cette étude aééliéée dans un bioréacteur de 20 L,
constitué d’'une cuve cylindrique avec un fond slhifglal et équipée de deux contre-pales.

A priori, un mobile de type axial permet de mieux concilex besoins antagonistes cités-ci-
dessus qu’'un mobile radial car il génére un pompeifectif du liquide qui maintient les
microporteurs en suspension compléte a des vitelesestation relativement faibles. Cependant,
la liste des mobiles axiaux disponibles est longden’était pas envisageable d’appliquer la
méthodologie a chacun d’eux. C’est pourquoi dares étape préliminaire présentée au Chapitre
II, nous avons comparé sept mobiles axiaux sursbdse contraintes mécaniques qu’ils génerent,
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ces derniéres étant estimées a partir de modet#s latmesure d’une grandeur globale qu’est la
puissance globale dissipée. Les mobiles sont carepdans cette these sur base d’'un critére
original. En effet, au lieu de comparer les mabiee méme vitesse de rotation ou a méme
puissance dissipée, comme cela est généralemenafas la littérature, ils sont comparés a leur
vitesse minimale respective de maintien en suspercgimpléte des microporteug car il s’agit
d'un parametre clé du procédé. lls sont donc coégpar performances égales, plutdét qu'a
conditions opératoires égales. Ce critére de comgmn est maintenu tout au long de la thése.
Les différentes vitesses de rotation étudiées exmtimées comme des facteurs multiplicatifs de
la vitesse de rotatioN;s, soitx Ns. La comparaison des sept mobiles axiaux sur tase critere

a mis en évidence que les mobiles TTP 125 (Mix&l=0.4) et EE 150 (Applikon, d/T=0.5)
génerent les contraintes mecaniques les plus &idldeur vitesse de rotatidds, qui vaut
respectivement 50 rpm pour le TTP 125 et 20 rpnr pE&EE 150. IlIs ont donc été sélectionnés
pour réaliser les études eulérienne et lagrangidariécoulement turbulent qu’ils génerent.

La caractérisation eulérienne de I'écoulement ti@dtugénéré par les deux mobiles est

présentée dans le Chapitre Ill. Le but de cettieledtest d’établir des cartes décrivant de

maniére quantitative la répartition spatiale de :

» La composante moyenne de I'écoulement ;

 La composante turbulentéa ses deux grandeurs caractéristiques que sontrgdiéne
cinétique turbulent& et son taux de dissipatien;

* Les contraintes mécaniques générées par I'écouterreeles composantes du tenseur de

Reynolds ¢; = pu’ u'; ).
Ces cartes ont été déterminées a partir de la meichamps de vitesse par la technique
expérimentale 3D P.1.V. et par le traitement desures acquisesa I'approche de Reynolds.

Les résultats acquis ont pu étre validés en legpaoant avec des données de la littérature ou
en comparant leurs valeurs moyennes avec cellenwdd a partir de grandeurs globales
mesurées. La nature turbulente de I'écoulemengaegment été mise en évidence car

l'invariance des champs rendus adimensionnels Bvettesse de rotation du mobile a été

observée.

Deux caractéristiques sont apparues systématiquetaes tous les champs étudiées :

* La premiere caractéristique est la non-uniformiélal distribution spatiale de l'intensité
de chaque grandeur étudiée. Les champs moyensedsesigénérés par les mobiles TTP
125 et EE 150 sont tous deux composés d’un jet ax@asortie des pales qui se divise en
deux boucles de circulation, I'une inférieure etutre supérieure, qui couvre le reste du
volume de la cuve. Les valeurs des grandeurs egsdsont systématiquement plus
intenses dans la zone couverte par le jet et daegartie de la boucle de recirculation
supérieure que dans le reste de I'écoulement.

* La seconde caractéristique est la similitude desuléments obtenus pour les deux
mobiles a leur vitesse de rotatibiy ou a un facteur multiplicatif de celle-ci, alonsegles
mobiles ont des designs tres difféerents. Cettdlitioe des écoulements se marque
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surtout dans la gamme des valeurs mesurées. eétteasque moins dans leur répartition
spatiale ou des caractéristiques propres a chaqbéenapparaissent.

Le calcul de la répartition spatiale de I'énergieétique turbulentek, de son taux de
dissipations et des composantes du tenseur de Reynolds a pagroaractériser la répartition
spatiale des contraintes mécaniques au sein dadgimur. Cette connaissance a permis de
diviser le volume de la cuve en deux régions :d'labélisée comme « problématique pour le
développement cellulaire » car les caractéristigieelécoulement local sont inadaptées a des
cellules animales cultivées sur microporteurs etutfe est labélisée comme « non
problématique ». Cette découpe a été basée suoipkrtition spatiale de I'échelle de
Kolmogorov . et non sur la répartition spatiale de la moyene® abntraintes normalers,

car d'une part, il a été impossible de trouver dEndittérature une valeur seuil dg

pertinente dans le cas ou les cellules sont celsi\geir microporteurs dans une cuve agitée et
d’autre part, diverses études ont mis en évidenedarapport entre I'échelle de Kolmogorov
et la taille des microporteurs est un bon indicatde I'impact potentiel du stress
hydrodynamique sur le développement cellulaireoisTvaleurs duatio Ax/dp fréquemment
cités dans la littérature, ont été sélectionnésratio de 1, urratio de% et unratio de %.

L’étude présentée au Chapitre IV permet de vérifjee les gradients de concentration
présents au sein de la cuve, lorsque de la soudmjestée par exemple, ont un temps
d’'« existence » nettement inférieur atemps caractéristiques relatifs a une modification
métabolisme cellulaire Cette vérification se base sur I'étude du méamgy sein du
bioréacteur a I'échelle globale, par la mesureedgps de mélange, et a I'’échelle locale, par la
mesure de I'évolution avec le temps de champs deerdration par la technique P.L.L.F.. Il a
été observé que les concentrations locales mesdadssla cuve présentent des valeurs qui
diminuent trés rapidement avec le temps et que Zemses concernées par des
surconcentrations méme modérées représentent actofr tres faible du volume du
bioréacteur. Il en résulte que, dans la suite rduatl, les champs de concentration sont
supposeés constants et uniformes au sein de la agitée. Les hétérogénéités ponctuellement
présentes aprés I'ajout de soude ne sont doncriz@s gn compte dans la caractérisation Euler-
Lagrange de I'écoulement.

Pour caractériser de maniére lagrangienne I'éccamé@u sein du bioréacteur, il faut avoir un
dispositif expérimental qui permet de mesurerdgetitoire suivie par une particule au sein du
bioréacteur durant une longue période. Ce typdigfmositif n’existe pas « clé sur porte » et
nous avons donc congu et mis au point notre prdeositif. 1l s’agit d’'un dispositif de
trajectographie optique. Etant donné son caradtdrea fait original et unique, une partie
importante du Chapitre V est consacrée a décrimgsacipe, ainsi que les outils développés
pour permettre son fonctionnement.

La seconde partie du Chapitre V est consacréecaretérisation des trajectoires mesurées.
Les trajectoires ont été acquises dans trois dondidifférentes : a deux vitesses de rotation,
égales &\;s (50 rpm) et A\;s, pour le mobile TTP 125 et a une vitesse de @iajs (20 rpm)

- 302-



Chapitre VII : Conclusion

pour le mobile EE 150. Les durées totales d’adiipisétaient respectivement égales a 42 h,
20 h et 12 h.

Le dispositif utilisé n'a pas permis d’obtenir umajectoire parfaitement continue sur toute la
durée de l'acquisition, car, a certains pas de $erfg particule n'a pas pu étre identifiée.
Néanmoins, ce caractere discontinu n'a pas emgd&oialyse des données. L’isoprobabilité
de présence de la particule dans tout volume eélginende la cuve agitée a pu étre
confirmée. Il a également été constaté que lesdi@jes enregistrées dans une moitié de
cuve sont quasi completes et que les informatione ton peut en extraire sont
représentatives de celles qui seraient obtenues lmsemble de la cuve. La validité et la
convergence des résultats obtenus par trajectaograph pu étre vérifiées car les champs de
vitesse calculés a partir des trajectoires sontrésrbon accord avec ceux mesurés par 3D
P.LLV..

Les données eulériennes et lagrangiennes relavdg€coulement dans la cuve étant
disponibles, elles ont été combinées afin de caraer le lien existant entre la succession
d’environnements hydrodynamiques percus par dadeefixées sur des microporteurs et les
conditions d’agitation du bioréacteur. Cette caraséation, présentée au Chapitre VI, repose
principalement sur I'analyse de la distribution teeps de séjour de la particule dans la zone
labélisée comme problématique pour le développermehilaire DTSone de la distribution
des temps de séjour de la particule dans la zongrablématiquddTS,ors zone AINSI que sur
I'analyse des distributions de temps mis par léig#e pour réaliser un cycle complet « visite
de zone problématique-visite de zone non problématbD Ty e Les zones problématiques
et non problématiques ont été identifices au Crepit et leur taille dépend de la valeur
choisie pour le critéeréc/dp, ainsi que du type de mobile et de sa vitessetd¢iaon. L'impact

de ces trois grandeurs sur les distributions des$esdonc été analysdl en est ressorti que :

» Plus le critered, /d est strict (, /d =1 étant le plus strict), plus la taille de zone

problématique est étendue et plus la particule darahance de passer un temps long a
chaque visite dans cette zone. Puisque la podiiola zone non problématique est de

plus en plus cantonnée dans la partie supérieula ceve, la particule mettra également

un temps plus long pour réaliser un cycle. Ellsspaa aussi proportionnellement un

temps plus long dans la zone problématique que ldaztne non problématique a chaque

cycle vu I'évolution du rapport des volumes desemcorrespondantes.

» Lorsque la vitesse de rotation du mobile augmeatdaille de la zone problématique
s’étend rapidement, cantonnant la zone non prolii@oeadans la partie supérieure de la
cuve. La conséquence est que la particule meteatepst globalement plus longs pour
réaliser un cycle malgré une vitesse moyenne died&ment dans la cuve plus élevée.
Elle passe également un temps plus long dans ka@ablématique a chaque visite.

* La comparaison des distributions de temps obtepoes chacun des mobiles a leur
vitesse de rotatiol;s semble indiquer que le mobile TTP 125 est miewpss pour la
culture de cellules animales sur microporteurs lgumobile EE 150 car d’'une part la
particule fait globalement des cycles plus longs, elle revient dans la zone
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problématique a une fréquence moindre et, d’audrg plle reste en moyenne un temps
plus long dans la zone non problématique a chamjaeytrelle la visite.

Il est donc a espérer, qu’en pratique, les tounhdlsusceptibles d’endommager les cellules
fixées sur les microporteurs sont ceux qui onttaiie inférieure ou égale d /2, car sinon

cela signifierait que les cellules pourraient d®jair un stress hydrodynamique important a la
vitesse de rotatiof\s. Il faut également, dans la mesure du possib&ntenir la vitesse de

rotation du mobile & une valeur proche de la vdesmimale de maintien des microporteurs
en suspension complédi car la taille de la zone problématique, ainsi gueemps passé par

la particule a chaque visite dans cette zone, antgne rapidement pour des vitesses de
rotation plus élevées. De plus, cette vitesse d&ion N;s semble suffisante pour assurer
’homogénéité du milieu de culture. Enfin, les dleuobiles, EE 150 et TTP 125, ont des
designs tres différents mais ils ont tous deux alemtages qui leur permettent d’'étre des
mobiles adaptés a la culture de cellules animmlesnicroporteurs. Les résultats du Chapitre
VI semblent indiquer que le mobile TTP 125 serdit, point de vue des aspects étudiés,

légerement meilleur que le mobile EE 150.

2 Perspectives

Comme tout travail dont la durée est limitée dansemps, la recherche menée durant ces
quelgques années de these reste une modeste chatri@ux recherches poursuivies a
I'échelle mondiale sur le sujet. Elle est égalenpam définition inachevée. |l faut cependant
bien, un moment donné, se contraindre a présezgaeébultats acquis au lieu de continuer a
poursuivre toutes les idées intéressantes qui aigsant en cours de route. Ces idées vont
étre présentées dans les paragraphes ci-aprées. sddbrait est de pouvoir, dans le cadre de
recherches postdoctorales, mettre en applicatierpartie d’entre-elles.

2.1 Trajectographie

Le premier domaine ou de nombreux travaux peuvecdre étre menés concerne le dispositif

de trajectographie. Ces travaux peuvent étreotggs dans trois catégories :

» L’amélioration du dispositif actuel ;

* Le développement d’outils numériques, méthodologggat de modélisation permettant
de mieux exploiter I'information contenue danstlagectoires mesurées ;

» L’évolution du dispositif actuel vers une versioni gpermettrait I'étude de systemes
opaques, comme les réacteurs multiphasiques, pan@a.

Une des faiblesses du dispositif actuel est queil permet pas d’obtenir des trajectoires
continues car, pour certaines positions, la pddicuest pas détectée soit parce que son
niveau de gris est trop clair, soit parce qu’efie@chée par un objet tel que le mobile ou son
axe de rotation. Il est important d’éliminer celgeme. Une configuration comme illustrée a

la Figure VII-1, qui met en ceuvre trois camérastrets backligths, semble une piste

séduisante. En effet, dans ce type de configurg@mmeétrique, la particule est détectable en
tout point de la cuve par au moins deux camérasppsition peut donc étre calculée partout.
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De plus, dans une grande partie de la cuve, elledeservable par les trois caméras. Cette
redondance des informations pourra étre judicieesemxploitée pour améliorer la précision
sur la position de la particule. Ce type de camfigion géomeétrique devrait également
permette un éclairage plus homogéne de la cuvédatre ainsi les gradients de niveau de gris
présents au sein des images acquises. Cela dderaitfaciliter la détection de la particule
par le logiciel de traitement des images en ligne.

=

s 7

Figure VII-1 : Vue du haut d’'une modification de laonfiguration géométrique du dispositif qui pernetit
de déterminer la position de la particule dans I's=mble du volume de la cuve car elle est observableout
point par au moins deux caméras.

Ce dernier doit également étre modifié afin de mttra d’ajuster localement le niveau de
seuil en fonction de l'intensité locale de I'écée. Ainsi, méme si le niveau de gris de la
particule varie d'une zone a lautre, elle pourrae édétectée en permanence. Ces
modifications sont couteuses en temps mais pewgses en moyens financiers, ce qui laisse
espérer qu’'elles pourront étre effectivement réaks En effet, comme le dispositif actuel
avait été initialement congu pour trois camérasriées selon les trois axes de I'espace, nous
avons déja a notre disposition trois caméras & tracklights. Les investissements a faire
seraient donc un nouvel aquarium hexagonal, ursiémie pied de caméra en profilé
aluminium et les colts liés aux développementsrindbiqgues nécessaires pour ajouter
I'option au logiciel de traitement en ligne des gea.

Une seconde piste d’amélioration du dispositif @stréduire la taille de la particule afin
gu’elle puisse suivre une plus large gamme deetaitles tourbillons et donc fournir plus
d’'informations sur I'écoulement. Cette amélioratigequiert des modifications trés
importantes du dispositif. En effet, pour déteraniprécisément la position d’'une particule
plus petite, il faudrait des caméras avec un norphue important de pixels. On pourrait
également envisager, pour améliorer la détectahilt la particule dans les images, se baser
sur les recherches faites en P.1.V. et utiliser pgxticule fluorescente micrométrique éclairée
par un laser volumétrique. Toutes ces options eeméndant trés colteuses. Elles requiérent
donc une évaluation gain/colt avant d’étre envisagé

La caractérisation lagrangienne de I'écoulementbmge de mesure de trajectographie ne
faisait pas partie du projet de these initial. €Eétite est arrivée assez tardivement. C’est la
raison pour laquelle, dans le cadre du temps im@datréalisation de la thése, nous avons pu
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concevoir et mettre au point le dispositif, maisisim’avons pas eu le temps de développer
tous les outils numériques, méthodologiques et ddétisation que nous aurions souhaités,
afin d’exploiter pleinement toute I'information demue dans les trajectoires mesurees.

Or les travaux publiés dans la littérature et gpl@tent les données acquises par des
trajectoires mesurées a l'aide des techniques wggigP.E.P.T et C.A.R.P.T (Bariget al,
2003 ; Changpt al, 2011 ; Fangaret al, 2002 ; Guidaet al, 2011 ; Pitiot, 1999 ; Wateed

al., 2008 ; ...) mettent clairement en évidence quedimation acquise dans une trajectoire
est riche et qu'en élaborant des outils d’analysesgants, il y a moyen d’extraire des
informations qui ne pourraient pas étre mesurapsesd’autres techniques expérimentales.
De plus, le champ des applications est vaste. Mboiss donc poursuivre le développement
du dispositif de trajectographie optique dans cettie, en tentant de développer les outils
analytiques qui permettront d’extraire, des trajges mesurées, les informations les plus
pertinentes en relation avec I'objet de I'étuderdequel ces trajectoires sont déterminées.

Le dispositif de trajectographie actuellement déppé€ est limité a I'étude d’écoulement dans
des milieux optiguement transparents. Dans leecddr|'étude présentée dans cette these,
cette limitation de la technique n’était pas unigeme car elle avait déja été imposée par les
autres techniques expérimentales utilisées. Dassptbjets futurs, cette limitation pourrait
constituer un verrou. Pour contourner ce probl&anh@ermettre I'étude des écoulements
multiphasiques, par exemple, il sera nécessaire falee évoluer le dispositif de
trajectographie. Une piste intéressante seraimaldifier la longueur d’'onde du signal utilisé
pour transporter l'information. Au lieu de traveil avec de la lumiére visible, on pourrait
utiliser des rayons X. D’un point de vue matérgaite adaptation nécessitera beaucoup de
changements car il faudra remplacer les camérbhaaidights par des sources a rayons X et
des panneaux scintillants. Mais d'un point de waéthodologie et exploitation de
linformation expérimentale, cette adaptation regaueu final peu de modifications car les
deux technologies (optique et RX) restent baséeksunmémes principes de transmission des
ondes lumineuses.

2.2 Simulation numérique de I'écoulement

L’ensemble des résultats présentés dans cette ésédmsé exclusivement sur des mesures
expérimentales (P.L.V., P.L.I.LF., trajectographig,..C’est un choix qui a été fait. Il serait
néanmoins intéressant de poursuivre la caractémsde I'écoulement étudié dans ce travail
par des simulations numériques. Dans cette optitpsetravaux réalisés par Angélique
Delafosse et Franck Delvigne dans le cadre d'ujepfoRFC mené parallelement a cette
these pourraient étre une source d’inspiration mapbe. En, effet, la problématique étudiée
dans le cadre de ce projet FRFC est assez similaiedle étudiée dans le cadre de cette these.
Il s’agit de caractériser et de modéliser 'impaes gradients de concentration en glucose qui
apparaissent dans les réacteurs industriels sorétabolisme de bactéries, comi@eColi.
Pour atteindre cet objectif, I'écoulement au sainréacteur a d’abord été étudié par une
approche eulérienne a l'aide de simulations C.F@es simulations servent de données de
base pour I'établissement d’'un modéle compartimestéant compte de la distribution des
gradients de concentration au sein du bioréacted@coulement est ensuite étudié de maniére
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lagrangienne en modélisant le déplacement des riect@u sein de ces champs de
concentration par un modéle stochastique (Delafessd 2011). Vu la similarité entre les
problématiques abordées, les outils développés kganadre du projet FRFC peuvent étre
relativement facilement adaptés au cas étudié deathes theése.

Les simulations CFD de I'écoulement au sein dudaioteur de 20 L, validées grace aux
nombreuses données expérimentales acquises loeftdeghese, pourraient servir de base a la
conception du modele stochastique correspondane fbis validé sur base des mesures de
trajectographie, le modeéle stochastique pourrag éktrapolé a plus grande échelle afin
d’évaluer l'impact des conditions d’agitation sug Imétabolisme cellulaire dans des

bioréacteurs de taille supérieure a 20 L.

2.3 Mot de lafin

Les idées présentées ci-dessus ne sont que quelgeeparmi tant d'autres. Elles mettent en
évidence que de nombreuses recherches peuventegirerfaites et que la méthodologie
développée dans cette thése n'est pas cantonn@el'quide de I'écoulement dans des
bioréacteurs a cuve agitée mais peut étre étentiem &l’autres domaines.
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